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Fast alle die Forscher, welche die Beziehungen der 
Knöllchenbakterien zu • den Leguminosen zum Gegen- 
stande ihrer Arbeiten gemacht haben, hat auch die wissen- 
schaftlich hochinteressante, für die praktische Landwirt- 
schaft äusserst wichtige Frage beschäftigt, ob die die 
Knollchen bei den verschiedenen Leguminosen-Species 
erzeugenden Bakterien sämtlich einer oder aber mehreren 
Arten angehören. 

So berührte schon Hellriegel, als er im Jahre 1886 
gelegentlich der Naturforscherversammlung zu Berlin ^) 
die ersten Mitteilungen über die von ihm und seinem 
Mitarbeiter Wilfarth entdeckte Symbiose zwischen den 
Papilionaceen und gewissen Mikroorganismen ipachte, 
auch kurz, ohne allerdings für oder wider die eine oder 
die andere Auffassung Stellung zu- nehmen, diese Frage, 
indem er anführte, dass bei verschiedenen Papilionaceen 
nur der Zusatz von gewissen Bodenarten KnöUchen 
bildend und Wachstum fordernd wirke. Wie wir aus 
ihrer bekannten Veröffentlichung vom Jahre 1888*) er- 
sehen, hatten die beiden Forscher beobachtet, dass der 
Aufguss von einem und demselben Boden die Vegetation 
verschiedener Leguminosen ganz ungleich beeinflusste; 
so vermochte z. B. der Aufguss von gutem Rübenboden 



^) HeUriegel: Welche Stickstoffquellen stehen den Pflanzen 
zu Gebote? Tageblatt der 69. Versammlung deutscher Natur- 
forscher und Ärzte in Berlin 1886. 

•) Hellriegel und Wilfarth: Untersuchungen über die Stick- 
stoffnahrung der Gramineen und Leguminosen. Beilageheft ' zu 
der Zeitschrift des Vereins für Rübenzuckerindustrie des deutschen 
Reiches. Berlin 1888. 
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des Versuchsfeldes das Wachstum der Erbsen in stick- 
stofflosem Boden vortrefflich zu fördern, während er auf 
die Entwicklung der Serradella und der Lupine voll- 
ständig wirkimgslos blieb. An anderen Orten fügen sie 
hinzu: »Wenn es wahr ist, worauf alle unsere Versuche 
mit grosser Übereinstimmung hiixweisen, dass das Ge- 
deihen der Leguminosen in stickstofflosem oder stickstoff- 
armem Boden auf eine Symbiose mit bestimmten Arten 
von niederen Pilzen zurückzuführen ist, so wird es keine 
Schwierigkeit haben, anzunehmen, dass diese verschie- 
denen Arten, wenn ihre Verbreitung im Kulturboden auch 
eine allgemeine ist, in verschiedenen Bodenarten doch 
in ungleicher Menge auftreten, und dass z, B. diejenigen 
Organismen, welche mit der Lupine und Serradella in 
näherer Beziehung stehen, in dem hiesigen, von uns zu 
den Aufgüssen benutzten Lehmmergelboden sehr spärlich, 
in dem von auswärts bezogenen Sandboden sehr reichlich 
vorhanden — nicht weil dieser ein Sandboden und jener 
ein Lehmboden war — sondern einfach deshalb, weil wir 
den Sandboden von einem gut mit Lupinen bestandenen 
Felde, den Lehmboden aber von einem Rübenacker ge- 
wonnen hatten, welcher noch niemals Lupinen oder Serra- 
della (sozusagen die Nährpflanzen der betreffenden Pilze) 
getragen hatte.« 

Eingehend wird die Frage der Arteinheit dann von 
Beijerinck') in seiner Arbeit »Die Bakterien der Papilio- 
naceen-KnoUchen« erörtert. Beijerinck ist geneigt, zwei 
grosse Gruppen aufzustellen, deren erste die Bakterien 
der KnöUchen von Vicia Faba, Vicia Narbonensis, Vicia 
sativa, Vicia Cracca, Vicia hirsuta, Ervum Lens, ferner 
Medicago, Genista, Melilotus, Trifolium und Lathyrus 
umfasst In der Hauptsache charakterisiert er sie folgen- 
dermassen: »Die grösseren Kolonien mehr hyalin, Wachs- 
tum auf Fleisch wasserpeptongelatine schwierig oder über- 



^) Botanische Zeitung. 1888. 
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haupt ausbleibend, durch Rohrzucker und Dextrose ge- 
fördert, Schwärmer sehr klein, Bakteroiden zweiarmig 
oder kugelig oder birnformig, Meristem immer in den 
Knollchen gegenwärtig, primäre Rinde der Knöllchen 
geschlossen, Schleirafäden deutlich.« Zur zweiten Gruppe 
rechnet er drei Typen, den Phaseolus-, lyupinus- und 
Robini a-Typus. »Kolonien mehr trüblich weiss, Wachstum 
auf Fleischwasserpeptongelatine etwas ausgiebiger wie 
bei der ersten Gruppe. Schwärmer mehr stäbchenförmig, 
gewöhnlich länger. Bakteroiden bakterienälmlich, selten 
verzweigt. Schleimfäden fehlen oder sind nur wenig 
entwickelt. In den Knöllchen meist kein Meristem (Aus- 
nahme Robinia).« Jedoch genügen alle diese Merkmale 
nicht, um sichere Grenzen zwischen den beiden Gruppen 
zu ziehen, denn wie Beijerinck hervorhebt, zeigt sich 
einerseits Verschiedenheit zwischen Kolonien, die einem 
und demselben Knöllchen entstammen, andererseits Über- 
einstimmung der aktiveren aus verschiedenartigen Knöll- 
chen (der beiden Gruppen). Ferner verschwindet, was 
Beijerinck besonders beachtenswert erscheint, jede in den 
Kolonien bemerkbare Verschiedenheit gänzlich bei der 
Kultur in Nährlösung, mag es sich nun um Bakterien 
eines einzelnen KnöUchens oder verschiedener Knöllchen 
der nämlichen Art oder endlich um solche aus Knöllchen 
verschiedener Arten handeln. Weil eben die Schwierig- 
keiten einer Abgrenzung so gross sind, entscheidet sich 
Beijerinck schliesslich endgültig für die Arteinheit sämt- 
licher Knöllchenbakterien. Seiner Überzeugung hat er, 
wie er selbst anführt, dadurch Ausdruck gegeben, dass 
er den bekanntlich von ihm zuerst gezüchteten und be- 
schriebenen Mikrobien den einheitlichen Namen Bacillus 
radicicola beigelegt hat. Immerhin erscheint es ihm 
aber doch notwendig, wegen der in gewisser Hinsicht 
auftretenden, sogar erblichen Differenzen in den ein- 
zelnen Formen der Bakterien der verschiedenen Herkunft 
durch Varietätsnamen Rechnung zu tragen. 
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Später ausgeführte Infektionsversuche') bestimmen 
Beijerinck indessen seine Ansicht zu modifizieren. Als er 
nämlich Vicia Faba mit Faba-Bakterien infizierte, erzielte 
er Knollchen; wenn er jedoch für dieselbe Pflanze Bak- 
terien aus den Knollchen von Ornithopus sativus ver- 
wendete, hatte die Infektion keinen Erfolg. Diese Re- 
sultate veranlassen ihn, auszusprechen, dass der Unter- 
schied zwischen den verschiedenen Bakterien der Papilio- 
naceen doch grösser sei, als er früher angenommen habe; 
augenscheinlich gehöre Bacillus Omithopi zu einer anderen 
Art als Bacillus Pabae. 

Im selben Jahre, wie die letzte Veröffentlichung 
Beijerincks erschien eine Arbeit von Frank*) »Über die 
Pilzsymbiose der Leguminosen.« Was die vorliegende 
Frage betrifft, so tritt Frank für die Arteinheit ein. Er 
begründet seine Ansicht damit, dass die Symbiose nicht 
nur über die ganze Erde verbreitet ist, sondern dass die 
einzelnen Species der Leguminosen auch ausnahmslos 
auf den verschiedensten Standorten und Bodenarten, wo 
sie nur irgend in der Natur vorkommen, ihre KnöUchen- 
pilze antreffen, insbesondere, dass unsere angebauten 
Leguminosen auf allen Kulturböden ohne Ausnahme mit 
Knöllchen behaftet gefunden werden. Schon diese That- 
sachen lassen sich schlecht zusammenreimen mit der 
Annahme, dass jede der ungefähr 6000 Leguminosen- 
Species, welche es auf der Erde giebt, ihren eigenen 
Symbiosepilz besitzen solle. Ganz unvereinbar damit er- 
scheint ihm aber der Umstand, dass man an verschiedenen 
Leguminosen, die man nebeneinander auf einem und 
demselben Boden aussät, regelmässig die WurzelknöUchen 
entstehen sieht. Um seine Behauptungen durch Ver- 
suche zu stützen, wandte Frank für Lupinen, die er 



*) Beijerinck, Künstliche Infektion von Vicia Faba mit Bac. 
radicicola. Bot Zeitung 1890. 

«) Landwirtsch. Jahrbucher Bd. XIX 1890. 
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iö Töpfen gezogen hatte, Impferden verschiedener Her- 
kunft an. Diese wirkten aber nicht in gleicher Weise; 
durch eine Impferde von den Lupitzer Lupinenwiesen 
wurden sehr typische KnöUchen an der Kahlwurzel er- 
zeugt, während die beiden anderen Impferden, humusloser, 
heller, reiner Sand und Wiesenmoorboden nur wenige 
kleine Knollchen an einigen Seitenwurzeln hervorriefen« 
Jedoch glaubt Frank durch diese Versuche seine An- 
schauung trotzdem bestätigt zu haben. Die ungleiche 
Wirksamkeit der verschiedenen Impferden erklärt er da- 
mit, dass die Keime des Rhizobiums (Franks Benennung 
des Bac. rad.) in den verwendeten 4 gr. Bodensubstanz 
in sehr ungleicher Menge vorhanden waren. 

Aber ihm selber kommen dann doch Bedenken, ob 
diese Erklärung ganz zutreffend sei. Er hält es auch 
für nicht ausgeschlossen, dass die Kraft, welche das 
Rhizobium auf die Pflanzen ausübt, je nach den ver- 
schiedenen Bodenarten verschieden sein könne. Einmal 
könne man sich vorstellen, dass der Pilz in einem Boden, 
in welchem er Jahre lang keine Leguminose fände, sozu- 
sagen aus Mangel an Übung seine Kraft zu gebrauchen 
verlerne, andererseits, dass er dort, wo die fortwährende 
Kultur einer bestimmten Leguminose statthätte, sich für 
diese Spezies ausserordentlich wirkungskräftig, für andere 
Leguminosen, zunächst wenigstens, minder tüchtig er- 
weise. Mit dieser Annahme brauche jedoch nicht eine 
spezifische Verschiedenheit des Rhizobiums je nach 
Leguminosen-Arten behauptet zu sein, sondern es würde 
sich nur um die Züchtung von Varietäten oder Rassen 
des allgemeinen Mikrobiums handeln. Zum Schlüsse 
hebt Frank aber doch wieder hervor, dass sich der ver- 
schiedene Erfolg mit den drei Impferden vollkommen 
genügend durch die ungleiche Häufigkeit des Rhizobiums 
in denselben erklären liesse. 

Der chronologischen Reihenfolge nach wäre jetzt 
die erste der zahlreichen Veröffentlichungen von Nobbc 
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nnd Hiltner über diesen Gegenstand zu erwähnen. Es 
wird jedoch zweckmässiger sein, alle diese Arbeiten im 
Zusammenhang zu behandeln und zunächst die Mitteilungen 
einiger anderer Autoren zu besprechen. Dieses Verfahren 
wird sich um so mehr empfehlen, als ein näheres Ein- 
gehen auf diese letzteren kaum erforderlich ist, weil die 
betreffenden Forscher keine speziellen Untersuchungen 
über die Frage der Arteinheit angestellt haben, sondern 
sie gewissermassen nur gelegentlich einer Erörterung 
unterziehen. 

So konstatierte Salfeld,^) als er im Jahre 1892 auf 
neu kultiviertem Hochmoorboden zu einem Gemisch von 
Pferdebohnen und grauen Erbsen Impferde verschiedener 
Herkunft verwendete, eine sehr gute Wirkung des Erbsen- 
sandes, während Seeschlick und Lupinensand ganz ver- 
sagten. Er glaubt daher die Theorien Nobbes und 
Hiltners, von denen er erst nach Beendigung seiner 
Versuche Kenntnis erhielt, bestätigen zu können, dass 
nämlich die aus den KnöUchen verschiedener Legumi- 
nosen stammenden Bakterien in ihrer physiologischen 
Wirkung Unterschiede zeigen, die nur durch die Annahme 
erklärt werden können, dass dieselben, wenn nicht ver- 
schiedene Arten oder Varietäten, so doch mindestens 
Rassen- oder Ernährungs-Modifikationen repräsentieren. 
Auch bei späteren Versuchen mit Impferden erhielt Sal- 
feld den obigen ähnliche Resultate. 

Als entschiedener Gegner der Arteinheit ist Gonner- 
mann*) zu nennen; aber seine Ergebnisse sind auf Grund 
so wenig einwandfreier Versuche gewonnen, dass sie wohl 
keinen Anspruch auf Beachtung haben. 

Gewichtiger sind die Gründe, welche Kirchner') 



1) Deutsche landwirtsch. Presse 1892. S. 647. 

*) Gonnermann, Die Bakterien in den Wurzelknöllchen der 
Leguminosen. Landwirtsch. Jahrbücher 1894. 

•) Kirchner, Die Wurzelknöllchen der Sojabohne, Beiträge 
zur Biologie der Pflanzen 1895. 
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gegen die Arteinheit anführt. Er fand nämlich, dass die 
Sojabohne im Garten zu Hohenheim erst nach einer 
Impfung mit Erde aus Japan Knöllchen bildete, während 
sie bis dahin knöllchenfrei geblieben war, obwohl sie 
ihren Standort zwischen zahlreichen anderen Leguminosen 
mit normalen Knöllchen hatte. Kirchner glaubt deshalb, 
zum mindesten diejenigen Bakterien, welche bei der 
Sojabohne KnöUchenbildung veranlassen, für eine von 
unsern einheimischen KnöUchenbakterien verschiedene 
Art ansehen zu sollen. Seinen Beobachtungen stehen 
indessen die von andern Forschern gemachten gegen- 
über; so- sah Cohn, wie Kirchner selbst anhangsweise 
mitteilt, im bgtanischen Garten zu Breslau die Sojabohne 
ohne Impfung Knöllchen bilden; auch bei Naudin^) 
findet sich dieselbe Notiz. 

. Endlich ist noch Maze^) zu erwähnen, der nament- 
lich auf Grund der Beobachtung der natürlichen Ver- 
hältnisse zu dem Schlüsse gelangt, dass zwei grosse 
physiologische Gruppen der Leguminosen-Bakterien zu 
unterscheiden seien. Nach seiner Anschauung haben 
sich die Bakterien an die Reaktion des Bodens angepasst, 
sodass alle diejenigen, welche in Kalkböden leben, fähig 
sind, in alle einheimischen Kalkpflanzen einzudringen, 
diejenigen jedoch, welche die sauren Böden bevölkern, 
bei den kalkfeindlichen Leguminosen z. B. den Lupinen 
und dem Ginster Knöllchen hervorrufen. 

Durch die bisher genannten Forscher ist also die 
Frage der Arteinheit keineswegs geklärt worden. Hell- 
riegel und Wilfarth streiften sie ja nur, wie ich oben an- 
führte, und hatten von vornherein nicht die Absicht, des 
Näheren auf sie einzugehen. 

Beijerinck, der in seiner ersten Arbeit so ausser- 
ordentlich umfangreiche und genaue Untersuchungen 



») Compt. rend. 1896 p. 287. 

') Annales de Tinstitut Pasteur 1899 p. 145. 
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sowohl über die Morphologie der Knöllchen und der 
Bakterien als auch über die Biologie der letzteren mit- 
teilte , weist selber darauf hin , dass erst wechsel- 
seitige Infektiousversuche eine definitive Entscheidung 
bringen könnten. Zwei Jahre später stellte er denn auch, 
indem er, wie erwähnt, Vida Paba einmal mit Bakterien 
der eignen, dann einer andern Art infizierte, einige 
solche Übertragungen an, beliess es aber bei diesen, ohne 
eine Entscheidung bewirkt zu haben« 

Den übrigen Forschern lag wie Hellriegel und Wil- 
farth eine spezielle Bearbeitung der Frage der Arteinheit 
ebenfalls fern. Den Versuchen aller haftet ausserdem der 
Fehler an, dass zur Impfung nicht Bakterien-Reinkulturen, 
sondern entweder Inipferde oder Erdauszüge verwendet 
wurden. Bei Benutzung dieser Mittel operiert man aber 
immer mit einem unbekannten Faktor, da man niemals 
sicher sein kann, ob die Bakterien, welche man prüfen 
will, überhaupt in dem Boden bezw. dem Auszuge vor- 
handen sind, oder ob nicht allein sie, sondern daneben 
auch solche Bakterien sich finden, deren Gegenwart man 
gerade auszuschliessen bestrebt ist. 

Diesem fundamentalen Mangel gingen als die ersten 
(abgesehen von Beijerinck) Nobbe und Hiltner*) aus dem 



^) Versuche aber die Stickstoffassimilation der Leguminosen. 
Landwirtschaft!. Versachsstationen 1891. 

Über die Verbreitungsfahigkeit der Leguminosenbakterien. 
£benda 1892. 

Wodurch werden die Knöllchen besitzenden Leguminosen 
befähigt, den freien atmosphärischen Stickstoff für sich zu ver- 
wenden? Ebenda 1893. 

Versuche über die Biologie der Knöllchenbakterien der 
Leguminosen, insbesondere über die Frage der Arteinheit der- 
selben. Ebenda 1895. 

Über die Anpassungsfähigkeit der Knöllchenbakterien un- 
gleichen Ursprunges an verschiedene Leguminosen -Gattungen. 
Ebenda 1896. 

Über die Dauer der Anpassungsfähigkeit der Knöllchen- 
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Wege, da sie in der Hauptsache die Reinkulturen der 
Knollchenbakterien zu ihren Versuchen benutzten, somit 
die Bahn betraten, auf die Beijerinck hingewiesen hatte; 
und ohne Zweifel ist durch ihre Arbeiten die vorliegende 
Frage der Losung um ein beträchtliches Stück näher ge- 
bracht worden. Bei der entscheidenden Bedeutung ihrer 
Ermittelungen werden dieselben eine etwas genauere Be- 
sprechung erfahren müssen. 

Als Versuchspflanzen wählten Nobbe und Hiltner 
in erster Linie landwirtschaftlich wichtige Papilionaceen, 
aber daneben auch Vertreter der Mimosaceen und der 
Caesalpiniaceen. Die Anordnung ihrer Versuche war im 
allgemeinen die, dass sie einmal die zu prüfende Legu- 
minose mit Bakterien ihrer Art infizierten, dann aber 
auch Bakterien aus KnöUcheri näher oder ferner stehender 
Arten verwendeten und also, um es noch einmal zu 
wiederholen, wechselseitige Infektionsversuche ausführten. 
In einer ihrer letzten Arbeiten^) sind sie noch einen Schritt 
weiter gegangen; sie infizierten Pisum und Pliaseolus 
mit Bakterien, von ihnen »Kreuzungsbakterien« geh^nnt, 
welche aus durch Erbsen-Bakterien erzeugten Bohnen- 
Knöllchen stammten. 

Als Vegetationsgefässe benutzten sie solche aus Glas 
von 6,5 Liter Fassungsraum. Zur Füllung derselben ver- 
wendeten sie in den ersten Jahren sterilisierten tertiären 
Quarzsand mit einem Zusatz von 5 % Torfpulver, später 
reinen Quarzsand, bei den letzten Versuchen ein Gemisch 
von ^/4 Volumen Glassand und V4 Volumen Garten-Erde, 
Die mineralischen Nährstoffe wurden immer in aus- 
reichender Menge gegeben, eine Stickstoffgabe war im 



bakterien an bestimmte Leguminosen-Gattungen. Ebenda 1898. 
Über den Einfluss verschiedener Impfmengen auf die Knöllchen- 
bildnng und den Ertrag von Leguminosen. Ebenda 1901. 

*) Künstliche Überführung der Knöilchen-Bakterien von Erbse 
in solche von Bohne (Phaseolus) Centralbl. für Bakt. IL Bd. VI. 1900. 
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allgemeinen natürlich ausgeschlossen. Zwecks Sterili- 
sierung wurden die Gefässe mit destilliertem Wasser, dann 
mit absolutem Alkohol ausgespült, der Sand gewöhn- 
lich geglüht, die Nährstofflosung drei Mal längere Zeit 
auf 100** Celsius erhitzt Nachdem die Töpfe mit dem 
Boden und der Nährlösung beschickt waren, wurden sie 
mit sterilisierter Watte bedeckt und dreimal im Dampf- 
apparat sterilisiert. Das Sterilisieren der Samen erfolgte 
mittels Vio ^U^g^^ Sublimat, das Einquellen in sterilem 
Wasser, das Ankeimen in sterilem Sande. Zum Begiessen 
war eine besondere Einrichtung getroffen. In der Führung 
eines am oberen Rande des Gefässes befindlichen Zink- 
ringes war eine dem Wassernachfluss dienende Glasröhre 
befestigt, welche 9 --10 cm tief in den Boden hinabreichte. 
Das zum Begiessen der Pflanzen erforderliche Wasser 
wurde vor dem Gebrauch in einem Kessel nochmals auf- 
gekocht und aus diesem in ca. 20 Liter fassende ge- 
schlossene Zinkcylinder übergefüllt Durch ein Abfluss- 
rohr leitete man das Wasser in tarierte Glastrichter, 
welche durch einen Gummischlauch und die oben be- 
zeichnete Glasröhre mit den Versuchsgefässen in Ver- 
bindung gesetzt werden konnten. 

Sobald vorher getrennte, also der Infektion aus- 
gesetzte Teile zu verbinden waren, wurden sie zunächst 
durch die Flamme gezogen, oder, falls es sich um 
Gummischläuche handelte, in kochendes Wasser einge- 
taucht. Die Impfung erfolgte in der Weise, dass von 
dem Bakterien-Aufguss je 5 cm* der Umgebung jeder 
einzelnen Pflanze, ausserdem 10 cm* dem Boden in einer 
Tiefe von 10 cm zugeführt wurden. Als Schutz gegen 
Fremdinfektion sollte die Watte dienen, mit welcher der 
Boden auch während der Vegetationsperiode bedeckt 
blieb; natürlich musste sie die nötigen Öffnungen ent- 
halten, durch welche die Pflanzen hindurch wachsen 
konnten* 

Was die Resultate der Versuche betrifft, so sind sie 
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von Hiltner in einer kürzlich erschienenen Arbeit*) sehr 
Übersichtlich zusammengestellt. Die auf die uns hier be- 
schäftigende Frage bezüglichen Abschnitte lasse ich wohl 
am zwcckmässigsten wörtlich folgen. Hiltner schreibt: 
'»Bei den mit peinlichster Sorgfalt ausgeführten Impfver- 
suclien stellte es sich heraus, dass die Bakterien aus den 
Knöllchen einer beliebigen Leguminosen-Art auf diese 
selbst in Bezug auf Schnelligkeit der KnöUchenbildung 
und Stickstoff sammelnde Thätigkeit dieser Knöllchen am 
besten wirken, während sie auf andere Arten der gleichen 
Leguminosen-Gattung oder derselben Gruppe eine meist 
erheblich abgeschwächte Wirkung zeigen und schliess- 
lich bei systematisch entfernt stehenden Leguminosen- 
Gattungen meist vollständig versagen. Die einzelnen 
Arten, Gattungen und Gruppen der Leguminosen zeigen 
aber in dieser Beziehung wesentliche Unterschiede. So 
können die Bakterien in den Pisum- und Vicia-Arten ein- 
ander in ihrer Wirkung fast vollständig vertreten, wenn 
auch hier mehr oder minder geringe Abstufungen in der 
Wirkung im oben genannten Sinne sich geltend machen. 
Auch bei anderen Gattungen der Viciaceen, als Lathyrus, 
Lens, erzeugten die aus ErbsenknöUchen stammenden 
Bakterien ausnahmslos wirksame Knöllchen. Viel weniger 
leicht kann eine gegenseitige Vertretung der Bakterien 
in Bezug auf KnöUchenbildung innerhalb der Gruppe der 
Trifolieen eintreten. Schon die einzelnen Trifolium-Arten 
zeigen untereinander in dieser Beziehung grosse Ver- 
schiedenheiten, und Medicago sativa sahen wir nach 
Impfung mit sehr wirksamen Bakterien von Trifolium 
pratense in einem sterilisierten Gemisch von Sand und 
Erde vollständig knöllchenfrei bleiben. Dass selbst bei 
den Arten ein und derselben Gattung die gegenseitige 

^) Hiltner, Über die Ursachen, welche die Grösse, Zahl, 
Stellung und Wirkung der Wurzelknöllchen der Leguminosen be- 
dingen. Arbeiten aus der biologischen Abteilung für Land- und 
Forstwirtschaft am Kaiserl. Gesundheitsamte. L Bd., Heft 2 1900. 
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Vertretbarkeit ihrer Bakterien eine verhältnismässig ge- 
ringe sein kann, zeigt in besonders markanter Weise 
Lupinns. Schon die Bakterien von Lnpinns Intens nud 
angustifolius verhalten sich sehr verschieden vonein- 
ander.« »Sehr exklusiv verhielt sich in den meisteif 
Fällen Robinia Pseudacacia, mit der wir in Tharandt 
besonders viel experimentierten. Selbst die Bakterien von 
nah verwandten Gattungen wie Caragana vermochten 
nur sehr spät bei Robinia Knollchen zu erzeugen.« »Be- 
sonders leicht kann im Gegensatz zu Robinia die Gattung 
Phaseolus durch Bakterien aus KnöUchen anderer Legu- 
minosen infiziert werden. So erzeugen die Pisum-Bakte- 
rien bei Phaseolus stets Knollchen, die allerdings in der 
Regel unwirksam bleiben, aber unter gewissen Umständen, 
namentlich in stickstofffreiem Sande, doch eine geringe 
Forderung der Pflanzen veranlassen können. Umgekehrt 
haben die Phaseolus-Bakterien in allen unsern Versuchen 
bei Pisum Knöllchen Erzeugt, die ebenfalls unter ge- 
wissen Umständen eine geringe fördernde Wirkung auf 
das Wachstum der Pflanzen äusserten, während es uns 
andererseits bei einem Versuche nicht gelang, Robinia 
durch Phaseolus-Bakterien zu infizieren.« Über den Ver- 
such mit Kreuzungsbakterien sagt Hiltner: »Der schon 
erwähnte Umstand, dass die Erbsenbakterien bei der 
Bohne imd umgekehrt die Bohnenbakterien bei der Erbse 
stets Knöllchen erzeugen, die aber meist unwirksam bleiben, 
veranlasste uns, aus solchen unwirksam gebliebenen, durch 
Erbsen-Bakterien entstandenen BohnenknöUchen die Bak- 
terien in Reinkultur zu isolieren, um damit im nächsten 
Jahre wieder Erbsen- imd Bohnenpflanzen infizieren zu 
können. Der Erfolg dieser Impfung war ein höchst in- 
teressanter! Die in Frage stehenden Bakterien d. h. also 
Erbsenbakterien, die während einer Vegetationsperiode in 
unwirksam gebliebenen BohnenknöUchen gelebt hatten, 
und während des Winters auf Leguminosen-Gelatine 
weitergezüchtet worden waren, erzeugten im nächsten 
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Jahre bei der Bohne (Phas. vulg.) Knöllcheu, die wirk- 
sam wurden, also die Bohne zur Stickstoffassimilation an- 
regten, wenn auch noch nicht in dem hohen Grade, wie 
echte Bohnenbakterien, während sie bei der Erbse, im 
Vergleich zu normalen Erbsenbakterien an Wirksamkeit 
erheblich eingebüsst hatten.« 

Die Schlussfolgerung aus den Versuchen zieht Hiltner 
mit folgenden Worten: »Wir haben also zu verzeichnen 
eine gegenseitige Unvertretbarkeit der Pisum- und Ro- 
binia-Bakterien, was bei Annahme verschiedener Arten 
so gedeutet werden müsste, dass eine dritte Art besteht, 
die bei Phaseolus sehr Wirksam ist, bei Pisum aber wenig 
zur Geltung kommt und auf Robinia nicht übergeht. 
Auf letzterer Gattung käme schliesslich eine andere Art 
vor, die andererseits wieder auf Phaseolus übergehen kann. 
Vergegenwärtigt man sich nun noch die Thatsache, dass 
sogar Robinia, wenn sie in stickstofffreiem Sande wächst, 
selbst durch Erbsenbakterien manchmal infiziert werden 
kann, und dass die Bakterien aus den Knollchen einer 
bestimmten Leguminosen -Art gegenüber einer andern 
sich nicht immer in gleicher Weise verhalten, so wird 
man zu der Überzeugung gelangen, dass die von Nobbe 
und mir vertretene Anschauung, nach welcher die Legumi- 
nosen-KnöUchen-Bakterien lediglich Anpassungsformen ein 
und derselben Art sind, ziemlich viel Wahrscheinlichkeit 
für sich hat« 

Wenn ich es nun trotz dieser so zahlreichen und 
eingehenden Arbeiten von Nobbe und Hiltner doch unter- 
nahm, noch weitere Erhebungen in der gleichen Richtung 
anzustellen, so geschah das hauptsächlich deswegen, weil 
mir die von den beiden ebengenannten Forschem ge- 
troffene Versuchsanordnung in einem wesentlichen Punkte 
immerhin noch einer Verbesserung fähig und bedürftig 
erschien. 

Bei derartigen Experimenten nämlich ist es meines 
Erachtens nicht nur erforderlich, Reinkulturen, sowie 
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sterilisierte Gefässe, Boden, Samen u. s. w. zu verwenden, 
sondern es müssen auch die Pflanzen bezw. der Boden 
auf das sorgfältigste vor einer Fremdinfektion geschützt 
und der exakte Nachweis erbracht werden, dass dies 
wirklich erreicht ist. In letzterer Beziehung ist jedoch das 
Verfahren von Nobbe und Hiltner nicht als einwandfrei 
zu bezeichnen. Die beiden Forscher belegten, wie ich 
oben anführte, den Boden in den Gefässen mit einer 
sterilen Watteschicht. Eine solche Decke ist nun an 
und für sich keineswegs bakteriendicht, und am wenigsten, 
wenn wie hier eine Durchfeuchtung derselben nicht zu 
vermeiden ist; ausserdem mus5?te sie ja auch, um den 
Pflanzen Raum zu geben, sogar an mehreren Stellen von 
vornherein durchbrochen werden. Es war also mehr als 
genügend Gelegenheit vorhanden, dass Mikroorganismen 
aller Art eindringen konnten. Allerdings kam es ja hier 
nur darauf an, Bakterien anderer Leguminosen fern zu 
halten; und es ist zuzugeben, dass die Wahrscheinlichkeit 
der Einwanderung gerade solcher Fremdlinge nicht sehr 
gross war, immerhin lag die Möglichkeit vor, dass sie 
aus den in der Nähe befindlichen anderen geimpften 
Gefässen auf irgend eine Weise verschleppt w^urden. Den 
Nachweiss, dass dies nicht geschehen sei, suchten Nobbe und 
Hiltner aus dem Verhalten der ungeimpften Kontroll- 
pflanzen zu führen. Blieben diese frei von Knöllchen, 
so galten die Versuche als einwandfrei, dagegen im um- 
gekehrten Falle natürlich als verfehlt. Aber dieser Beweis 
ist nur ein indirekter; es ist gar nicht ausgeschlossen, 
dass, wenn auch die Kontrollpflanzen keine Knöllchen 
haben, die geimpften Gefässe trotzdem verunreinigt sind. 
Unbedingte Sicherheit, dass, falls Knöllchen gebildet, 
diese thatsächlich auch durch die zu prüfenden Bakterien 
hervorgerufen sind, wird man vielmehr erst dann haben, 
wenn nach Beendigung der Beobachtungen gezeigt werden 
kann, dass in den beschickten Gefässen keine anderen als 
die künstlich eingebrachten Bakterien vorhanden sind. 
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Mit anderen Worten besagt also diese Forderung, dass 
die Versuche während ihrer ganzen Dauer vor jeder 
Fremdinfektion geschützt werden müssen. 

Dieses Ziel war es, welches ich bei meinen Ver- 
suchen zu erreichen trachtete, und hierin unterscheiden 
sich also die von mir angestellten Experimente nicht un- 
wesentlich von denen Nobbes und Hiltners. Im allgemeinen 
war der Plan für meine Erhebungen folgender: Als zu 
prüfende Bakterien wählte ich solche aus den KnöUchen 
von Pisum sativum, Vicia Faba, Phaseolus vulgaris und 
Acacia speciosa, als zu prüfende Pflanzen Pisum sativum 
und Vida Faba. Ich infizierte nun jede Pflanze einmal 
mit Bakterien ihrer eigenen Art, dann mit Bakterien, deren 
Wirtspflanze einer anderen Art bezw. Gattung, aber der- 
selben Gruppe, der der Viciaceen, weiter mit Bakterien, 
deren Wirtspflanze einer anderen Gruppe, der der Phase- 
oleen und schliesslich mit solchen, deren Wirtspflanze 
einer anderen Unterfamilie der Leguminosen, der der 
Mimosaceen angehörte. Wenn ein Unterschied in der 
Wirkung der Bakterien verschiedenen Ursprungs bestand, 
musste er sich voraussichtlich bei dieser Anordnung am 
ehesten geltend machen. Natürlich wurde das Experiment 
mit jeder Pflanze doppelt ausgeführt und es ergaben sich 
demnach 16 einzelne Versuche. 

Die Impfung sollte nicht überall in gleicher Weise 
erfolgen; die eine Hälfte der Erbsen und ebenso der 
Bohnen sollte nur eine einmalige Impfung mit einer 
Bakterien-Aufschwemmung, die andere eine mehrmalige 
und ausserdem eine Sam'enimpfung erhalten. Die Dauer 
der Versuche war auf mindestens 5—6 Wochen vor- 
gesehen; die Frist sehr viel länger auszudehnen, erschien 
nicht erforderlich, da man wohl annehmen darf, dass die- 
jenigen Bakterien, welche in dieser Zeit keine Knöllchen- 
bildung hervorgerufen haben, auch später unwirksam 
bleiben werden. Vor allen Dingen war eine zeitliche 
Beschränkung aber deswegen geboten, weil "die weiter 
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unten zu beschreibenden Kulturgefässe eine beliebig lange 
Vegetationsdauer nicht gestatteten. Aus diesem Grunde 
erschien es auch ausgeschlossen, festzustellen, ob resp. 
welche Wirksamkeit die gebildeten Knollchen auf das 
Wachstum und den Ertrag der Pflanzen ausübten. Eine 
solche Prüfung lag freilich auch garnicht in meiner Ab- 
sicht, für mich handelte es sich lediglich darum, in ein- 
wandfreier Weise zu ermitteln, ob Bakterien in die Wurzeln 
einer bestimmten Leguminose einzudringen und KnöUchen 
zu bilden vermögen, welche aus einer im natürlichen 
System mehr oder weniger entfernt stehenden Legu- 
minosen-Art stammen. Da die Pflanzen unter Ausschluss 
aller sonstigen Mikroorganismen kultiviert werden sollten, 
durfte natürlich nur keimfreier Boden, sowie ebensolcher 
Samen zur Verwendung gelangen. Ferner musste nach 
Beendigung der Versuche konstatiert werden, ob es ge- 
lungen sei, jede Fremdinfektion zu vermeiden. Es sollte 
dies dadurch geschehen, dass von dem Boden jedes Ge- 
fässes kleine Mengen mit der Platinoese entnommen und 
in Fleischwasserpeptonbouillon übertragen wurden; blieben 
die geimpften Röhrchen klar, so konnte angenommen 
werden, dass das angestrebte Ziel erreicht war. Denn, 
wenn eine Infektion stattgefunden, waren wahrscheinlich 
mehrere Bakterienarten beteiligt und unter ihnen sicher- 
lich auch solche, welche in Bouillon gediehen. Zwar 
wurcien mit den betreffenden Bodenproben dann auch 
IvCguminosen-Bakterien in die Bouillon geimpft; durch 
verschiedene Vorversuche hatte ich mich aber davon 
überzeugt, dass diese absolut nicht in der genannten 
Nährlösung wuchsen. Späterhin habe ich allerdings kon- 
statieren müssen, dass das nicht unter allen Umständen 
und für alle Fälle zutrifft, ein Punkt, der an anderem 
Orte des Näheren zu erörtern sein wird. 

Ehe ich nun die Vorbereitung zu meinen Versuchen 
eingehender schildere, will ich noch einiger von anderen 
Seiten unternommener Versuche Erwähnung thun, bei 
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denen auch das. Ziel verfolgt wurde, Pflanzen vor Fremd- 
infektion geschützt zu kultivieren. Als erster beschäftigte 
sich wohl Prazmowski^) mit einer solchen Aufgabe. Dieser 
Forscher wollte die HellriegePschen Resultate in einwand- 
freier Weise nachprüfen; zu dem Zwecke schien es ihm 
ausreichend, wenn er nur die Wurzeln seiner Pflanzen 
gegen eine Infektion sicherte. Seine Kulturgefässe be- 
standen daher aus zwei Teilen, dem unteren, dem eigent- 
lichen Vegetationsgefäss und dem auf das letztere gut 
passenden Deckel. In diesem befanden sich drei Öffnungen, 
eine mittlere war zur Einführung des Samens bestimmt, 
in die übrigen mündeten Glasröhren, welche zur Zu- 
bezw. Ableitung der Luft und des Wassers dienten. Die 
Luft wurde, nachdem sie ein zur einen Hälfte mit Chlor- 
calciumstückchen, zur anderen Hälfte mit Watte gefülltes 
U-Rohr passiert hatte, mittelst Wasserdruckes in das 
Kulturgefäss hinein und durch den Boden hindurch ge- 
presst. Das Wasser floss aus einem erhöht stehenden 
Kolben nach, die Verbindung mit dem Kulturgefäss war 
durch Glasröhren und Gummischläuche hergestellt. Vor 
dem Gebrauch fand natürlich ein Aufkochen statt, und 
im übrigen wurden selbstverständlich alle Vorsichtsmass- 
regeln getroffen, um eine Verunreinigung zu verhüten: 
Als Bodenmaterial verwendete Prazmowski einen chemisch 
gereinigten, grobkörnigen Flusssand. Nachdem dieser zu- 
erst in eiserneil Kesseln geglüht war, wurde er in die 
Töpfe gefüllt und mit diesen 48 — 60 Stunden zwecks 
Sterilisierung in einem Trockenschrank gehalten. Da es 
aber nicht ausgeschlossen war, dass trotz aller Vör- 
kehrungsmassregeln Keime in das Innere der Gefässe ge- 
drungen waren, wurde die Nährlösung nach der Ver- 
bindung der einzelnen Teile des Apparates im Kolben . 



*) Prazmowski, Die Wurzelknöllchen der Erbse. Landwirt- 
schaft!. Versuchsst. 1890. 
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nochmals aufgekocht, und das erste Mal. der Sand mit j 

dieser heissen Nährlösung begossen; dann folgte endlich | 

die Aussaat der durch Behandlung mit 2^1 feigem Sublimat j 

und absolutem Alkohol sterilisierten Samen; zu dem 
Zwecke wurde die ausser einer Watteschicht über der 
mittleren Öffnung noch befindliche Glaskappe ein wenig 
in die Höhe gehoben, der Same in die Öffnung einge- 
führt und mit einer Pincette in den feuchten Sand ge- 
drückt, wonach die Kappe wieder aufgesetzt ward. So- 
bald die Plumula über dem Rand der mittleren Öffnung 
erschien, wurde der Wattemantel über der Glaskappe 
zerrissen, um den Pflanzen von Anfang an das nötige 
Licht zu sichern. Etwa 3 Tage später, nachdem die 
Pflanze 3-4 cm. über den mittleren Rand der Öffnung 
hinausgewachsen war, wurde der endgiltige Verschluss 
des Kulturtopfes durch Verstopfen der besagten Öffnung 
mit sterilisierter Watte hergestellt. Auf diese und um 
das Pflänzchen wurde schliesslich noch ein Stückchen 
Wachsleinwand und darauf ein Stückchen Stanniol mit 
einem Ausschnitt in der Mitte befestigt 

Obwohl Prazmowski bei der Vorbereitung und Durch- 
führung seiner Versuche die grösste Sorgfalt anwendete, 
gelang es ihm in der ersten Versuchsreihe bei keinem 
der Töpfe die Fremdinfektion auszuschliessen. Prazmowski 
macht für dieses Resultat die Vaseline verantwortlich, 
welche er noch auf das oben erwähnte Stückchen Stanniol 
an den basalen Teil der Pflanzen gebracht hatte. Durch 
dieselbe waren allmählig die Epidermis und die unter 
dieser liegenden Rindenzellen zum Absterben gebracht, 
es hatten sich hier Bakterien, Amöben und Schimmelpilze 
angesiedelt und schliesslich waren sie auch nach unten 
in den Boden vorgedrungen. Bei der zweiten Reihe, in 
welcher die Vaseline nicht zur Anwendung kam, Hess 
sich bei drei Gefässen jede Fremdinfektion vermeiden, 
während die anderen beiden Töpfe durch Scliinnnel])ilze 
verunreinigt waren. 
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Weiter beschäftigte sich dann Stoklasa*) mit der 
in Rede stehenden Aufgabe. Sein Kulturgefäss war eine 
Flasche nach Art eines grossen Erlenmeyer'schen Kolbens. 
Verschlossen wurde sie durch einen Kautschukstopfen 
(so ist wenigstens aus der Abbildung zu entnehmen), 
durch den nach entgegengesetzten Seiten zwei Glasröhren 
führten; von diesen mündete die eine direkt in einen mit 
Schwefelsäure gefüllten Kugelapparat, vor dem sich ein 
Trockenturm ,mit steriler Watte befand; zwischen der 
anderen und dem Kugelapparat war noch ein kleiner 
Kolben mit Wasser eingeschaltet. Mit Hilfe eines Aspira- 
tors konnte durch das Kulturgefäss sowohl Luft hindurch- 
gesaugt, als auch aus dem kleinen Kolben Wasser zugefügt 
werden. Im Gegensatz zu Prazmowski's Versuchsanordnung 
waren hier die Pflanzen während der ganzen Dauer der 
Vegetationszeit in den Kulturgefässen eingeschlossen. 

Gelegentlich anderer Versuche*) modifizierte Stoklasa 
seinen Apparat in verschiedenen Punkten. So gab er 
der Flasche eine bedeutendere Grösse und zugleich eine 
andere, die gewöhnliche Cylinderform, ferner schnitt er 
sie ungefähr in der Höhe, welche der eingefüllte Boden 
erreichte, in zwei. Teile, damit das Legen der Samen 
leichter und bequemer erfolgen konnte. Die übrigen 
Änderungen sind unwesentlicher Natur, nur hinsichtlich 
der Wasserzufuhr ist noch zu bemerken, dass sie dieses 
Mal nicht mit Hülfe des Aspirators, sondern direkt aus 
einem höher stehenden Gefässe vor sich ging. Die zuerst 
geschilderten Apparate benutzte Stoklasa zu Vegetations- 
versuchen mit Gerste, die letzteren zu solchen mit 
Brassica oleracea*); nach Abschluss derselben konstatierte 

^) Stoklasa, Biologische Studien über Alinit. Centralblatt für 
Bakt. II. Bd. IV 1898v 

2) Zeitschrift für das landwirtsch. Versuchswesen in Österreich. 
Bd. III. 1900. 

') Nach einer Berichtigung im Centralbl- für Bakt. II. Bd. VII. 
1901 war die Versuchspflanze Brassica oleifera. 
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er bei der bakteriologischen Prüfung niemals andere als 
die hineingeimpften, bezw. bei der letzten Beobachtungs- 
reihe in den imgeimpften Töpfen überhaupt keine. Mikro- 
organismen. Die Apparate scheinen also ihren Zweck 
vollständig erfüllt zu haben. Trotzdem konnte ich mich 
nicht entschliessen, sie auch bei meinen eigenen Experi- 
menten zu verwenden. Zahlreiche Erfahrungen hatten 
mir gezeigt, wie unendlich schwer es ist, auch bei ein- 
fachster Anordnung der Versuche das Eindringen fremder 
Keime zu verhindern. Stoklasa brachte bei seinen ersten 
Versuchen in einem einzigen Gefäss 98—100 Gerste- 
pflanzen unter; wenn man nun auch noch annimmt, dass 
alle diese Samen frei von Keimen gewesen sind (eine 
Sterilisierung gerade des Gerstenkorns gelingt, wie ich 
mich überzeugt habe, seines Baues wegen nur selten, 
wie auch Schulze^) bestätigt), sollten dann nicht die Ge- 
fässe doch während des Legens dieser Menge von Samen 
infiziert worden sein? Stoklasa muss doch entweder 
seine Apparate 98—100 Mal geöffnet und wieder ge- 
schlossen oder sie überhaupt so lange offen gehalten 
haben, bis alle Samen eingebracht waren. Weiter wird 
sich auch bei der Verwendung der . vielen Glasröhren, 
Stopfen u. s. w. ein bakteriendichter Verschluss kaum 
haben herstellen lassen. Wenn demgegenüber Stoklasa 
behauptet, die bakteriologische Untersuchung der Proben 
habe allein die Anwesenheit des Bacillus megatherium 
ergeben, mit dem sämtliche Gefässe infiziert waren, so 
haben diese Worte an sich gar keine Beweiskraft Er- 
fahren wir doch nichts darüber, wie denn die bakterio- 
logische Prüfung geschehen ist, und wenn man z. B. nur 
annimmt, dass Stoklasa mit einer aus den Kulturgefässen 
herrührenden Bodenprobe Gelatine- Platten gegossen hat, 
so %erden diese negativen Resultate sofort erklärlich. 



^) Schulze, Beiträge zur Alinitfrage. Landwirtschaft!. Jahr- 



bücher 1901. Heft 3. 
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Denn bekanntlich verflüssigt Bacillus niegatheriuni diesen 
Nährboden ziemlich schnell und energisch und über- 
wuchert deshalb, wenn er wie hier in der Überzahl vor- 
handen ist, sehr leicht die übrigen etwa noch anwesenden 
Bakterien. 

Anders liegen die Dinge ifreilich bei dem zweiten 
Versuch. Hier waren einige Gefässe überhaupt ohne 
jede Impfung geblieben, und deshalb war jede Methode 
genau genug, um eine eventuelle Verunreinigung erkennen 
zu lassen, — in diesem Falle erwähnt Stoklasa, dass er 
Gelatine- und Agar-Platten verwendet habe — . Wenn 
Stoklasa also behauptet, diese Gefässe seien steril ge- 
blieben, so wird man ihm glauben müssen, obwohl die 
von mir geltend gemachten Bedenken gerade hier insofern 
noch gewichtiger sind wie oben, als noch eine weitere 
Eingangspforte für die Bakterien durch die Zweiteilung 
der Flasche geschaffen war. 

Das Misstrauen, das ich gegen die Stoklasa'schen 
Apparate hegte, wurde dann noch bestärkt durch die 
Resultate, welche Schulze^) bei seinen Versuchen gewann. 
Es würde zu weit führen, wollte ich auch von diesen 
eine genauere Schilderung geben, und es mag schon der 
Hinweis genügen, dass Schulze wie Prazmowski die 
Pflanzen nur bis zur Basis in einem keimfreien Medium 
hielt und dass auch er Einrichtungen für Wasser- und 
Luftzufuhr traf. Aus der ganzen Darstellung von Schulze 
geht hervor, dass er mit der grössten Sorgfalt bei der 
Zusammensetzung der Gefässe wie bei der Durchführung 
der Versuche vorging; trotzdem gelang es ihm zunächst 
ebenfalls nicht, auch nur eins seiner Gefässe steril zu er- 
halten. Er bemerkt: »Nur in zwei Töpfen erwies sich 
der Boden als frei von Schimmel, beide Töpfe enthielten 
aber dafür mehrere fremde Bakterienformen. Alle übrigen 
34 Töpfe enthielten Schimmelpilze, darunter wieder 14 

^) a. a. O. 
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nur Schimmel, also daneben keine fremden Bakterien- 
formen; 5 weitere enthielten neben dem Schimmel noch 
je 1 und 15 je 2 oder mehrere Bakterienarten als Infektion.« 
In der zweiten Versuchsreihe hatte Schulze einen etwas 
besseren Erfolg zu verzeichnen, da es ihm unter 10 Ge- 
fässen gelungen war, 2 vor Infektion zu schützen; die 
übrigen wiesen jedoch alle Verunreinigungen auf und 
zwar entweder nur Schimmel oder nur Bakterien, oder 
sowohl Schimmel als auch Bakterien. 

Erwähnt muss schliesslich noch werden, dass auch 
von Lauck^) ein bakterienfreier Vegetationsapparat an- 
gegeben ist, den der Verfasser jedoch nur beschreibt, da- 
gegen überhaupt nicht in Benutzung genommen zu 
haben scheint. 

Aus den vorzugsweise negativen Resultaten von 
Prazmowski und Schulze zog ich nun für meine Zwecke 
die Lehre, dass es richtig sei, die Versuchsgefässe wie 
die ganze Versuchsanordnung möglichst einfach zu ge- 
stalten, und ich habe deshalb sowohl von einer Vor- 
kehrung zur Durchlüftung des Bodens wie von einer 
Wasserzuführung während des Wachstums der Pflanzen 
gänzlich abgesehen. Dank dieser Beschränkung konnte 
ich nicht nur den Boden und die Wurzeln, sondern auch 
die oberirdischen Teile der Pflanzen vor dem Eindringen 
unberufener Keime schützen, indem ich die ganze Pflanze 
vom Beginne der Keimung bis zur Beendigung der Be- 
obachtungen unter Verschluss hielt. Nachdem ich anfangs 
zu zahlreichen Vorversuchen Bechergläser als Kultur- 
gefässe benutzt hatte, mit denen es jedoch niemals gelang, 
die Pflanzen bezw. den Boden keimfrei zu erhalten, ging 
ich zur Verwendung einfacher Flaschen aus weissem 
Glase über, die eigens für mich angefertigt und im Hin- 
blick auf die spätere Sterilisierung aus gutem, gleich- 



*) Lauck, Bakterienfreier Vegetationsapparat. Zentralblatt 
für Bakt. Abt. II. 1-898. 
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massigen Glase hergestellt sowie mit besonderer Sorgfalt 
gekühlt wurden. Sie waren bis zum Halsansatz 35 cm 
hoch und 11,5 cm weit. Der Hals sass ziemlich ohne 
Übergang auf dem bauchigen Teil und war nur 5 cm 
hoch und 2,5 cm weit; so war einerseits kein allzu 
grosser Wattebausch für den Verschluss nötig, und 
andererseits doch das Einführen des Samens, das Impfen 
und die Reihe der sonstigen Manipulationen ohne Un- 
bequemlichkeiten möglich. 

Als Material zum Füllen der Gefässe verwendete ich 
Tertiär-Sand, der zunächst längere» Zeit in dem Ofen 
einer Thonwarenfabrik einer Hitze von 1200 ® C. aus- 
gesetzt worden war. Das Wasser wurde durch drei- 
stündiges Kochen sterilisiert, während bei den Dünge- 
mitteln (0,592 g Superphosph., 0,665 g Kainit, 1 g 
Schlämmkreide pro 1 kg Sand, entsprechend 56 kg 
P, O5, 90 kg K, O, 600 kg Ca CO 3 pro ha) vorläufig 
eine Sterilisierung unterblieb. Abgewogene Mengen der- 
selben wurden vielmehr in kleinen sterilen Erlenmeyer^schen 
Kölbchen gelöst bezw. aufgeschwemmt und dann in einer 
Schale mit dem Boden gemischt Nachdem schliesslich 
noch so viel Wasser hinzugefügt war, dass 70 ^Iq der 
wasserfassenden Kraft erreicht waren, wurde der Boden 
in die inzwischen leer an zwei aufeinander folgenden Tagen 
sterilisierten Flaschen gefüllt, und zwar kam soviel Boden 
zur Verwendimg, dass er in der Flasche bis zu einer 
Höhe von 10 cm reichte, dem Gewichte nach war hierzu 
etwas über 1 kg erforderlich. Die so beschickten Gefässe 
wurden dann an fünf Tagen nacheinander je 2 Stunden 
im Dampfapparat sterilisiert. Nach dieser Zeit übertrug 
ich kleine Proben des Bodens in Bouillon und sah darauf 
in keinem der geimpften Röhrchen selbst nach Ablauf 
mehrerer Wochen eine Trübung eintreten, sodass die 
Sterilisierung als gelungen bezeichnet werden konnte. 

Die Sterilisation der Samen geschah in der Weise, 
dass sie in 0,2®/,^igem Sublimat etwa 5 Minuten lang mit 
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einer kleinen Bürste behandelt wurden, bis ich sicher war, 
dass das letzte Luftbläschen entfernt, die Benetznng also 
eine vollkommene war. Darauf tauchte ich sie in absoluten 
Alkohol und brannte diesen schliesslich ab. Bei einem 
Vorversuch waren von je 20 Erbsen- und Bohnensamen, 
welche auf die beschriebene Art behandelt waren, je 10 
eingekeimt, je 10 in Bouillon-Röhrchen gebracht worden. 
Die eingekeimten Erbsen hatten nach Verlauf von 3 Tagen 
alle die Wurzel geschoben, von den Bohnen blieben 2 aus. 
Nach einigen Tagen zeigten verschiedene unter den 
Bouillon-Röhrchen einen Niederschlag, der jedoch von 
vornherein nicht den Eindruck machte, als ob er durch 
das Wachstum von Bakterien hervorgerufen sei, da er 
besonders grossflockig erschien. Um mich indessen hier- 
von genauer zu überzeugen, impfte ich aus den be- 
treff ehden Bouillon-Röhrchen auf Fleisch-Agar und sah 
nur auf einem einzigen dieser letzteren Röhrchen Wachs- 
tum auftreten. Die Methode befriedigte also nach beiden 
Richtungen, sie ermöglichte eine genügende Sterilisation 
der Samen, ohne doch die Keimkraft in erheblichem 
Masse zu schädigen. Wie sich nach einiger Zeit heraus- 
stellte, war der grossflockige Niederschlag dadurch ent- 
standen, dass die Bouillon auf die Samen lösend wirkte 
und schliesslich einige unter ihnen völlig bersten machte. 
Dieser schädigende^ Einfluss der Bouillon nötigte mich 
auch, von einer Prüfung der Samen auf ihre Sterilität 
durch Übertragung in Fleischbrühe vor ihrem Auslegen 
in die Gefässe durchaus abzusehen, hatte ich mich doch 
auch schon früher überzeugen müssen, dass die Keimung 
solcher Samen, welche einige Tage in Bouillon gelegen 
hatten, mit bedeutender Verzögerung erfolgte oder gar 
ganz ausblieb. 

Was die benutzten Reinkulturen betrifft, so gewann 
ich die Vicia-Faba- Bakterien aus den KnöUchen von 
Bohnen, welche ich im Winter 1901 in Töpfen gezogen 
hatte. Zur Füllung dieser letzteren nahm ich Jungfrau- 
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liehen Boden aus dem Untergrunde eines nährstoffarmen 
diluvialen Ackers, infiziert mit einer geringen Menge von 
Boden aus den vorjährigen Bohnen-Parzellen des hiesigen 
landwirtschaftlichen Instituts. Die Knöllchen wurden 
mit Leitungs- dann mit sterilem Wasser abgewaschen, 
darauf in absolutem Alkohol abgespült, und letzterer 
durch Abbrennen entfernt. Dann zerquetschte ich die 
Knöllchen zwischen sterilen Glasplatten und überzeugte 
mich durch das Bild im hängenden Tropfen und im ge- 
färbten Präparat von dem Vorhandensein der typischen 
Stäbchen und Bakteroiden. Zur Züchtung benutzte ich vor- 
wiegend Asparagin-f- Traubenzucker Nährböden (0,4 •/^ Asp., 
1*/q Trbz.), dessen sich auch schon in ähnlicher Zu- 
sammensetzung teils mit teils ohne Zusatz von Legumi- 
nosen-Dekokt Beijerinck und Prazmowski bedient haben; 
und zwar impfte ich von dem aus den Knöllchen aus- 
tretenden Saft Asparagin -f" Traubenzucker-Agarröhrchen 
und legte gleichzeitig auf Asparagin -}" Trauben-Zucker- 
Agar-Platten Striche an. Sobald Wachstum eingetreten, 
was in der Regel in 4—6 Tagen der Fall war, gossich mit 
einer kleiner Menge Material Asparagin -|- Trauben-Zucker- 
Gelatine-Platten und impfte endlich von gut isoliert 
liegenden typischen Kolonien auf Asparagin -f- Trauben- 
Zucker-Agar-Röhrchen. Dass die Bakterien in Rein- 
kulturen vorhanden waren, wurde durch die Unter- 
suchung der mit Material aus den letzten Röhrchen 
nochmals angefertigten Gelatine-Platten festgestellt Auch 
die Erbse, aus deren Knöllchen ich die Reinkulturen 
anlegte, hatte ich in Töpfen gezogen, die natürlich statt 
mit Bohnenerde mit Erbsenerde geimpft waren. 

Die Phaseolus-Bakterien stammten aus den Knöll- 
chen einer Pflanze, die in den Frühbeeten des landwirt- 
schaftlichen Instituts gewachsen war. 

Die Knöllchen der Acacia speciosa endlich erhielt ich 
durch die Güte eines Herrn, welcher die genannte Pflanze 
schon seit mehreren Jahren als Zimmerpflanze kultiviert. 
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Mit der Isolierung der Bolinen-Bakterien wurde Mitte 
April 1901 begonnen, mit der der Acacia-Bakterien am 
23, Mai, mit den Phaseolus-Bakterien am 10. Juni und 
mit denen der Erbse endlich Anfang August. Alle Stämme 
wurden bis zu ihrer Verwendung des öfteren auf Aspara- 
gin -f- Traubenzucker-Agar bezw. Gelatine weiter verimpft. 
Die Bakterien-Aufschwemmung bereitete ich in der Weise, 
dass ich von dem Rasen einer Asparagin -j- Traubenzucker- 
Gelatine-Kultur so viel in 3 cm' steriles Wasser verimpfte, 
bis die Lösung ein milchig- trübes Aussehen annahm. 
Zum Abmessen der erforderlichen Impfmengen hatte ich 
mir Pipetten aus engen, der Höhe der Gefässe ent- 
sprechend langen Glasröhren angefertigt, die vor dem 
Gebrauch mit siedendem Wasser aussen und innen ge- 
reinigt, darauf jede einzeln in eine weitere Glasröhre 
eingeschlossen und an 2 aufeinanderfolgenden Tagen 
2 Stunden in strömendem Dampf erhitzt wurden. 

Um die Samen mit den betreffenden Bakterien zu 
infizieren, Hess ich sie nach vorheriger Sterilisierung 
auf dem Rasen eines schrägen Gelatine-Röhrchens hin- 
und hergleiten, bis sie ganz von der Bakterienmasse ein- 
gehüllt waren. Die hierzu sowie zur Bereitung der Auf- 
schwemmung benutzten Kulturen waren in den meisten 
Fällen erst 4, in einigen wenigen 6 — 7 Tage alt. 

Die Ausführung der eigentlichen Versuche konnte, 
da namentlich die vorbereitenden Ermittelungen betreffs 
der zur Verhütung der Fremdinfektion anzuwendenden 
Massregeln den grössten Teil des Sommers in Anspruch 
nahmen, erst gegen Ende desselben erfolgen. Aus äusseren 
Gründen war es ferner nicht möglich, sämtliche 16 Kultur- 
gefässe zu gleicher Zeit zu sterilisieren, und es musste 
deshalb zunächst mit der einen Hälfte der Experimente 
begonnen werden. 

Am 27. August wurden die Gefässe No. 1 — 4, nach- 
dem sie in der oben beschriebenen Weise voi behandelt 
waren, mit Erbsen bepflanzt, und zwar die letzteren un- 
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mittelbar nach der Sterilisierung in die nur für diesen 
Moment geöffneten Gefässe geworfen. Zur grösseren 
Sicherheit Hess ich noch während dieser Manipulation 
über die Öffnung des Flaschenhalses die Flamme eines 
Bunsenbrenners halten. Natürlich wurde der Wattebausch 
sowohl vor seiner Entfernung als auch vor dem Wieder- 
aufsetzen gehörig abgebrannt. Die Erde in den Gefässen 
war durch Schütteln etwas gelockert, so dass die Erbsen 
auf weichen Boden fielen und mit demselben durch 
Hin- und Herneigen der Flasche bedeckt werden konnten. 

Die Gefässe 5-8 wurden an demselben Tage in ganz 
der gleichen Weise mit sterilisierten Bohnen beschickt. 

Bei der zweiten Hälfte der. Versuche sollten, wie er- 
wähnt, die Samen vorher eine Impfung erhalten. Im 
übrigen geschah das Bepflanzen aber in der gleichen Weise, 
wie bei der ersten Reihe, nur dass natürlich die geöffneten 
Gefässe nicht durch die Flamme des Bunsenbrenners 
geschützt werden konnten. 

Über die Verteilung der Pflanzen auf die einzelnen 
Gefässe, ferner über die Zeit der Bepflanzung, so^yie endlich 
über die Zeit und Art der Impfung giebt die umstehende 
Tabelle genauere Auskunft. Zu bemerken ist noch, dass 
ich mich mit der ersten und einzigen Impfung der Ge- 
fässe 1-8 nach dem Erscheinen des Graskeimes richtete 
und sie ausführte, wenn dieser etwa 1 cm lang war. 
Bei der zweiten Reihe, die ja eine Samenimpfung be- 
kommen hatte, beabsichtigte ich ursprünglich die weiteren 
Iiijpfungen in Abständen von ungefähr 14 Tagen vorzu- 
nehmen. Unvorhergesehene Störungen wie z. B. ungleich- 
massiges Wachstum der Pflanzen, nicht genügende Ent- 
wicklung der Reinkulturen, veranlassten jedoch einzelne 
Abweichungen von diesem Plane. Die betreffenden Auf- 
schwemmungen wurden natürlich möglichst in die Nähe 
der Pflanzen gebracht, und selbstverständlich auch hier 
alle Manipulationen mit den nötigen Vorsichtsmassregeln 
ausgeführt 
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Nach dem Bepflanzen hielt ich alle Gefässe mehrere 
Tage in einem massig warmen Zimmer und zwar, bis die 
Samen zu keimen begannen, an möglichst dunkler Stelle, 
sobald jedoch der Graskeim durchgebrochen war, an 
einem Fenster, das während des grossten Teiles des Tages 
direktes Sonnenlicht empfing. 

Am 12. September brachte ich alle Gefässe, mit Aus- 
nahme von No. 9 und 12, in denen die Erbsen im Wachs- 
tum etwas zurückgeblieben waren, aus dem hygienischen 
Institut, in welchem bis dahin die Vorbereitungen statt- 
gefunden hatten, in das Gewächshaus des landwirtschaft- 
lichen Instituts. Obwohl sie hier schon sehr luftig standen 
und beinahe völlig dem Wechsel der Aussentemperatur 
unterworfen waren, wurden sie doch an jedem Tage, 
wenn es das Wetter nicht gerade verbot, auf dem Wagen, 
auf welchem sie ihren Platz hatten, ins Freie gefahren. 
Vor dem Transport aus dem Zimmer in das Gewächshaus 
stülpte ich über die Gefässe resp. über den Hals der- 
selben Bechergläser, einmal um eine Berührung des 
Wattebausches von Seiten des Transportierenden zu ver- 
hindern, hauptsächlich aber deshalb, weil so, wenn die 
Gefässe im Freien standen und imverhofft ein Regen 
einfiel, eine Durchnässung des Wattebausches nicht statt- 
haben konnte. Auch im übrigen wird dadurch wohl die 
Infektionsgefahr verringert sein, da als Eingangspforte 
für fremde Keime ja nur der Wattebausch in Betracht 
kommen konnte, dieser aber nun durch das Becherglas in 
vorzüglicher Weise geschützt war. 

Indessen zeigten sich trotz aller dieser Vorsichts- 
massregeln doch auf 2 Erbsen, No. 1 und 10 schon un- 
gefähr acht Tage nach dem liegen des Samens Pilz- 
Wncherungen. Erbse No. 1 erreichte nur eine lyänge 
von ca. 2Vj— 3 cm; hier hatte sich der Schmarotzer von 
dem Samenkorn aus über die ganze Pflanze verbreitet 
und sie zum Absterben gebracht. Der Erbse No. 10 war 
zwar deutlich eine Schwächung anzusehen, jedoch blieb 



sie bis zum 18. Oktober, an welchem Tage das Gefäss 
zwecks Untersuchung des Pilzes geöffnet wurde, am 
Leben. Ihre Länge betrug damals 33 cm. Die 4 untersten 
Blätter waren vollständig vertrocknet, das 5. und 6. Blatt 
hatten eine mehr oder weniger gelbliche Farbe, nur die 
übrigen i an der Spitze sitzenden waren noch grün. Der 
Rest des Samens erwies sich ebenfalls als von Hyphen 
durchsetzt, der Stengel war jedoch nur an der Basis an- 
gegriffen, ebenso das Hypocotyl nur in geringer Aus- 
dehnung. In beiden Fällen war der Schmarotzer derselbe 
Pilz, nämlich Ascochyta. Da sich nun in der Litteratur 
die Angabe^) findet, dass die Sporen dieses Pilzes von 
reifenden Erbsensamen eingeschlossen imd zwar so fest 
umhüllt werden können, dass sie einerseits dem Sterilisieren 
entgehen, andererseits erst nach dem Keimen des Samens 
in Freiheit gelangen, so glaube ich annehmen zu dürfen, 
dass auch bei meinen Versuchen dieser Fall vorliegt und 
nicht etwa, dass die äussere Sterilisierung des Samens 
eine ungenügende gewesen, oder dass eine Fremdinfektion 
erfolgt sei. Obwohl ich damit also das Vorkommen von 
Pilzsporen innerhalb des Samenkorns zugebe, möchte ich 
es im Gegensatz zu Naudin und anderen Autoren nicht 
für denkbar halten, dass sich auch Bakterien und speziell 
Leguminosen-Bakterien im Innern derselben finden. Denn 
auch den Fall angenommen, dass sie durch irgend welche 
äusseren Umstände auf die Hülse gelangen, so werden 
sie doch wohl schwer oder überhaupt nicht durch diese 
und in den Samen einzudringen im stände sein. 

Anders liegen die Dinge bei Ascochyta. Es ist sehr 
wohl möglich, dass dieser Pilz, der sich wie auf der ganzen 
Pflanze, so auch auf der Hülse ansiedelt, seine Hyphen und 
Fruchtträger durch dieselben hindurch und in die noch 
nicht ausgereiften, daher weichen Samen senden kann. 



^) Fr. Krüger, Unp^e wohnliches Auftreten von Ascochyta pisi 
Lib. in Erbsenpflanzen. Centralbl. für Bakt. IL 1895. S. 620. 
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Eine Schädigung der übrigen Pflanzen trat nach 
keiner Richtung ein. Ich lasse über das Wachstum der- 

. selben und gleichzeitig über den Befund beim Offnen der 

i Gefässe ein kurzes Protokoll folgen. 

Vorausgeschickt sei, dass ich während der Vege- 

! tationszeit zur Feststellung der Höhe der Pflanzen aussen 

an die Flaschen einen Centimeterstab hielt und nun die 
Anzahl der Centimeter schätzte, welche der Länge der 
Pflanzen gleichkamen. Als Fusspunkt wählte ich natürlich 
das Niveau des Bodens in den Gefässen, als Endpunkt 
die Spitze des Stengels. Die zuweilen etwas abweichenden 
Masse, nachdem die Versuche abgebrochen waren, erklären 
sich dadurch, dass ich jetzt vom Samenkorn bis zur Spitze 
des äussersten Blattes mass. In schwarzes Papier gehüllt 
habe ich die Gefässe in ihrem unteren Teil, soweit sie 
mit Boden gefüllt waren, natürlich deshalb, um die Ein- 
wirkung der Sonnenstrahlen auf d^n Boden von der Seite 
her auszuschliessen. 

Erbse No. 1 vacat. 

Erbse No. 2 (Faba- Bakterien) 

27. 8. gepflanzt. 4. 9. Graskeim sichtbar. 9. 9. 2-2V, cm 
lang. 16. 9. Sieht kräftig und gesund aus. 19. 9. ca. 
13 cm lang. 20. 9. In schwarzes Papier gehüllt. 27. 9. 
17 cm lang. 2. 10. Die beiden untersten Blätter gelblich. 
7. 10. Bis zum vierten Blattansatz gelblich. 10. 10. Gefäss 
geöffnet. Erbse 25 cm lang. Die untersten Blätter ver- 
trocknet. Das dritte und vierte Blatt etwas gelblich. 
Knöllchen und zwar sieben, allerdings sehr klein, einige 
nur von Stecknadelkopf grosse, einige doppelt so gross, 
alle an den Wurzeln zweiter Ordnung. Im hängenden 
Tropfen ausser kleineren und grösseren Stäbchen ver- 
einzelte Gebilde, die Bakteroiden ähnlich. Im gefärbten 
Präparat jedoch nur Bakterien wahrzunehmen. Viele 
Stäbchen allerdings ungefärbte Stellen. 
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Erbse No. 3 (Phas.-Bakterieti) 

27» 8. gepflanzt. 5. 9. Graskeim sichtbar. 9, 9. Unge- 
gefähr 1 cm lang. 16. 9. Wie Erbse No. 2. 19. 9. Circa 
11 cm lang. 20. 9. In schwarzes Papier gehüllt. 27. 9. 

17 cm. 7. 10. 24 cm, untersten beiden Blätter gelb. 14. 10. 
25 cm, 3. und 4. Blatt etwas gelb. 21. 10. 27 cm, 5. und 
6. Blatt fangen an etwas gelb zu werden. 28. 10. Gefäss 
geöffnet. Erbse 27 cm lang. Die fünf untersten Blätter 
vollkommen trocken, das 6. ziemlich, das 7. etwas gelb. 
An zwei Wurzeln zweiter Ordnung ziemlich an der Spitze 
kleine Verdickungen. Diese sind als Knöllchen anzu- 
sehen, denn ein Präparat, das durch Zerquetschen einer 
solchen Verdickung zwischen 2 Objektträgern und durch 
nachheriges Färben mit Karbolfuchsin hergestellt wurde, 
zeigte grosse Mengen von Bakterien. Bakteroiden waren 
auch hier nicht zu erkennen, in vielen Stäbchen jedoch 
ungefärbte Stellen. 

Erbse No. 4 (Ac.-Bakterien) 

27. 8. gepflanzt. 5. 9. Graskeim sichtbar. 9. 9. 1 cm 
lang. 16. 9. Wie Erbse No. 2. 19. 9. Circa 15 cm lang. 20.9. 
In schwarzes Papier gehüllt. 27. 9. 20 cm, unterstes Blatt 
vertrocknet, das dritte etwas gelblich. 4. 10. Gefäss ge- 
öffnet. Erbse 27 cm lang. Keine Knöllchen. 

Bohne No. 5 (F'aba-Bakterien) 

27. 8. gepflanzt. 5. 9. Graskeim heraus. 9. 9. 2 cm. 
16. 9. Sieht kräftig und gesund aus. 19. 9. 12 cm. 20. 9. 
In schwarzes Papier gehüllt. 27. 9. 13 cm. 7. 10. 14 cm. 
15. 10. Lässt die oberen Blätter hängen. 17. 10. Des- 
gleichen. 21. 10. 16 cm. 9. 11. Gefäss geöffnet. Bohne 

18 cm lang, sah sehr gesund und kräftig aus. Einige 
wenige Wurzeln 2. Ordnung jedoch waren in mehr oder 
minder grosser Ausdehnung geschwärzt 30 Knöllchen 
von verschiedener Grösse, die kleinsten makroskopisch 
eben sichtbar, die grössten einem Senfkorn vergleichbar, 
Bakteroiden. 
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Bohne No. 6 (Pis.-Bakterien) 

27. 8. gepflanzt 5. 9. Graskeim sichtbar. 9. 9. 2 cm. 
16. 9. Wie Bohne No. 5. 19. 9. 11 cm. 20. 9. In schwarzes 
Papier eingehüllt. 27. 9. 14 cm. 7. 10. 16 cm, lässt die 
Blätter hängen, eines der unteren Blätter zeigt einen 
schwarzen Fleck. 14. 10. 18 cm. Das Blatt mit dem 
schwarzen Fleck, der jetzt fast die ganze Spreite ein- 
nimmt, ist abgefallen. 21. 10* 18 cm, ein zweites, schwarzes 
Blatt abgefallen, ein drittes wird schwarz. 22. 10. Gefäss 
geöffnet. Bohne 19,5 cm lang. Alle Wurzeln vollkommen 
geschwärzt Keine Knöllchen. 

Bohne No. 7 (Phas.-Bakterien) 
27.8. gepflanzt. 5. 9. Graskeim sichtbar. 9. 9. Etwas 
grösser als No. 5. 16. 9. Immer noch weiter als No. 5, 
aber nicht so grosse und so kräftige Blätter. 19. 9. 12 cm. 
20. 9. In schwarzes Papier eingehüllt. 27. 9. 15 cm. 
7. 10. 18 cm. 21. 10. 20 cm. 4. 11. Gefäss geöffnet. 
Pflanze 22 cm lang Alle Blätter frisch und grün. Einige 
Nebenwurzeln hatten die bräunlich schwarze Färbung. 
Keine Knöllchen. 

Bohne No. 8 (Ac.-Bakterien) 
27. 8. geflanzt. 10. 9. Graskeim heraus. 16. 9. Wie Bohne 
No. 5. 19. 9. 7 cm lang. 20. 9. In schwarzes Papier ge- 
hüllt. 27. 9. 9 cm. 7. 10. 10 cm. 14. 10. 12 cm. An 
einem der unteren Blätter wird die Spitze etwas gelblich. 
15. 10. lyässt die oberen Blätter hängen. 21. 10. 13 cm. 
Eins der unteren Blätter schwarz, ein weiteres einen 
schwarzen Fleck. 24. 10. Gefäss geöffnet. Bohne 14,5 cm 
lang. Ein geschwärztes Blatt abgefallen, ein weiteres mit 
einem schwarzen Fleck fiel beim Herausnehmen ab. Die 
Hauptwurzel, sowie 2 — 3 Nebenwurzeln verfärbt. Keine 
Knöllchen. 

Erbse No. 9 (Pis.-Bakterien) 
2. 9. gepflanzt. 20. 9. Graskeim sichtbar (das Epicotyl 
war unter dem Sande fortgewaschen, hatte sich erst in 
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5 cm Entfernung von dem Samen aufgerichtet), in schwarzes 
Papier gehüllt. 27. 9. 9 cm. 7. 10. 16 cm. 14. 10. 18 cm, 
die beiden untersten Blätter etwas gelblich. 21. 10. 23 cm. 
5. 11. Gefäss geöffnet. Erbse 29 cm lang. An den Neben- 
wurzeln 10 Knöllchen. Sämtliche Knöllchen ungefähr 
von gleicher Grösse, von der eines Rotkleesamenkorns. 
Viele Bakteroiden. 

Erbse No. 10 vacat 

Erbse No. 11 (Phas.-Bakterien) 

2. 9. gepflanzt. 11. 9. Graskeim sichtbar. 16. 9. 9 cm. 20 9. 
In schwarzes Papier gehüllt. 27. 9. 16 cm. 7. 10. 24 cm, 
ein Blatt etwas gelb. 14. 10. 26 cm, die drei untersten 
Blätter trocken. 21. 10. 27 cm, die vier untersten Blätter 
trocken. 22. 10. Gefäss geöffnet. Erbse 33 cm lang. Die 
5 untersten Blätter vertrocknen, das sechste fing an gelb 
zu werden. Keine Knöllchen. 

Erbse No. 12 (Ac.-Bakterien) 

2. 9. gepflanzt. 18. 9. Graskeitn heraus (ähnlich wie bei 
No. 9). 19. 9. 1 cm. 20. 9. In schwarzes Papier gehüllt. 
27. 9. 12 cm. 7. 10. 22 cm, das unterste Blatt beginnt 
gelb zu werden. 14; 10. 23 cm, unterstes Blatt ver- 
trocknet, zweites etwas gelb. 21. 10. Drittes und viertes 
Blatt etwas gelb. 28. 10. Gefäss geöffnet, Erbse 37 cm 
laug. Keine Knöllchen. 

Bohne No. 13 (Faba-Bakterien) 

2. 9. gepflanzt. 10. 9. Graskeim sichtbar. 16. 9. Wächst 
gut und kräftig. 19. 9. 7 cm lang. 20. 9. In schwarzes 
Papier gehüllt. 27. 9. 11 cm. 7. 10. 16 cm. 14. 10. 
Kräftigeres Aussehen als alle übrigen Bohnen. 21. 10. 
18 cm. 25. 10. Gefäss geöffnet, 19 cm lang. Alle Wurzeln 
gut ausgebildet und ganz gesund. Knöllchen. Jedoch 
keine an der Hauptwurzel, alle und zwar 27 an den 
N eben wurzeln. Bakteroiden. 
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Bohne No. 14 (Pis.-Bakterien) 

2. 9. gepflanzt 12. 9. Graskeim heraus. 16. 9. Wie Bohne 
No. 13. 19. 9. 7 cm. 20. 9. In schwarzes Papier gehüllt. 
27. 9. 11 cm. 7. 10. 14 cm. 14. 10. 15 cm. 21. 10. 16 cm. 
29. 10. Gefäss geöffnet Bohne 19 cm lang, grünes kräftiges 
Aussehen. Die Wurzeln jedoch in nicht geringer Aus- 
dehnung von bräunlich schwarzer Farbe und zwar sowohl 
die Haupt- als auch die Nebenwurzeln. 22 Knollchen, nur 
an den Nebenwurzeln. In den grosseren sehr viele, nament- 
lich Y-formige Bakteroiden, in den kleineren keine wahrzu- 
nehmen, doch in den vorhandenen Stäbchen viele un- 
gefärbte Stellen. 

Bohne No. 15 (Phas.-Bakterien) 

2. 9. gepflanzt. 10. 9. Graskeim sichtbar. 16. 9. Wie bei 
Bohne No. 13. 18. 9. 8 cm. 20. 9. In schwarzes Papier 
eingehüllt 27. 9. 11 cm. 7. 10. 13 cm. 14. 10. 14 cm. 
16. 10. 15 cm. 27. 10. 15 cm. 7. 11. Gefäss geöffnet 
Bohne 20 cm lang, war frisch und grün. Bei einigen 
Wurzeln Beginn der Verfärbimg. Keine Knöllchen. 

Bohne No. 16 (Ac-Bakterien) 

2. 9. gepflanzt 10. 9. Graskeim sichtbar. 16. 9. Wie bei 
Bohne No. 13. 19. 9. 7 cm. 20. 9. In schwarzes Papier 
gehüllt 27. 9. 11 cm. 7. 10. 14 cm. 14, 10. 15 cm. 15. 10. 
Lässt die oberen Blätter hängen. 21. 10. 16 cm. 1. 11. 
Gefäss geöffnet Bohne 18 cm lang. Das unterste Blatt 
sehr klein geblieben und vertrocknet, die übrigen von 
gesundem Grün. Wurzeln alle fast ganz schwarz, nur 
bei einigen die Wurzelspitze gesund. Keine Knöllchen. 

Der Übersicht wegen sind die Resultate, welche die 
Knöllchenbildung betreffen, noch einmal in der folgen- 
den Tabelle zusammengestellt; gleichzeitig giebt die- 
selbe über den Ausfall der bakteriologischen Prüfung 
Aufschluss. 
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Wie ich hier wohl gleich anfügen darf, habe ich 
die Asparagin -f- Traubenzucker -Gelatine -Platten und 
ebenso die Asparagin -|- Traubenzucker- Röhrchen in 
erster Linie deswegen verwendet, um zu prüfen, ob nach 
Beendigung der Versuche noch wachstumfähige, also 
lebenskräftige Leguminosen-Bakterien vorhanden waren. 
Die zum Impfen benutzte kleine Menge Boden wurde immer 
aus der Nähe der Pflanzen entnommen; bevor die Probe 
für das zweite Asp. -\- Trbz.- Röhrchen gezogen wurde, 
wurde die oberflächliche Schicht bis auf 2 cm sorgfältig 
entfernt. Aus <Jer Tabelle geht hervor, dass es in allen 
Fällen gelungen ist, die eingeimpften Bakterien wieder 
nachzuweisen. 

Gewiss wird sich nun manchem Leser angesichts 
der Beschreibung meiner Versuche die Frage aufgedrängt 
haben, ob bei der von mir gewählten Anordnung den 
Pflanzen denn genügend günstige Wachstumbedingungen 
geboten worden seien. Ich glaube das bejahen zu können, 
obwohl ich ohne weiteres zugebe, dass die Bedingungen 
nicht gerade normal zu nennen sind. Aber das wird 
überhaupt niemals möglich sein, wenn man das Ziel ver- 
folgt, während der Dauer des Wachstums jede Fremdin- 
fektion zu verhüten, ob man dabei nun so einfache Kultur- 
gefässe wie in meinem Falle die Flaschen oder die kom- 
plizierteren Apparate verwendet, wie sie von Prazmowski, 
Stoklasa und Schulze beschrieben sind. 

Wenn ein Umstand vielleicht nachteilig auf die 
Pflanzen eingewirkt hat, so wird es wohl noch am 
ehesten der Mangel jeder Luftzirkulation im Boden ge- 
wesen sein. Ich will vorausschicken, dass ich kein Ge- 
wicht auf das Trockenwerden und Abfallen einiger Blätter 
lege; ich glaube diese Erscheinung vielmehr als Folge 
einer ungenügenden Stickstoffernährung ansehen zu sollen, 
da der Sand keinen Stickstoff enthielt, solcher auch in 
der Düngung nicht gegeben wurde, und also, sobald der 
in dem Samen vorhandene Vorrat aufgezehrt war, was 
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in dem einen Falle früher, in dem andern später erfolgte, 
Mangel eintreten niusste. Dass die gebildeten KuoUchen 
in einigen Fällen wirksam gewesen sind, also Stickstoff 
gesammelt hätten, möchte ich in Anbetracht der kurzen 
Dauer der Versuche nicht mit Sicherheit behaupten. Die 
Thatsache, dass sowohl die Bohne 5, 13, 14 als auch die 
Erbse 9 ein Trocken werden der Blätter garnicht oder 
doch nur in geringem Masse zeigten, scheint freilich dafür 
zu sprechen^). 

• Um dem Vorwurf begegnen zu können, dass das zur 
Verfügung stehende Wasser nicht ausgereicht habe, habe 
ich den Boden des zuletzt (am 9. 11.) geöffneten Gefässes 
auf seinen Feuchtigkeitsgehalt untersucht. Es war an 
diesem Tage noch eine Wassermenge vorhanden, die 
44 ^/g der wasserfassenden Kraft entsprach; eine Schädigung 
durch Wassermangel wäre also noch nicht zu befürchten 
gewesen. Auch das Hängenlassen der Blätter, welches 
ich bei mehreren Bohnen zu verschiedenen Malen kon- 
statierte, ist demnach nicht auf diese Ursache zurück- 
zuführen, und es verbietet sich übrigens eine solche An- 
nahme auch schon insofern, als die ganze Erscheinung 
immer nur von kurzer Dauer war und bald vorüberging. 
Welche Umstände sie hervorgerufen haben, lässt sich 
nachträglich kaum feststellen, und eine sofortige Unter- 
suchung war natürlich nicht möglich, weil die Gefässe 
dann hätten geöffnet werden müssen. \ 

Zu wirklichen und ernsten Bedenken giebt dagegen j 

der Umstand Veranlassung, dass die Wurzeln aller Bohnen, 
mit Ausnahme der von No. 13 eine mehr oder minder 



^) Wenn man diese Annahme macht, ist es interessant zu 
sehen, dass in den bezeichneten Fällen die KnöUchen Bakteroiden 
enthielten, während sie bei den unwirksamen KnöUchen der Erbse 
No. 2 (Erbse No. 3 kommt wohl weniger in Betracht) fehlten. 
Nobbe und Hiltner haben bekanntlich die These von den Be- | 

Ziehungen zwischen Bakteroiden-Bildung und Stickstoff-Assimilation • 

aufgestellt» j 



i 
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starke Verfärbung und überhaupt ein kränkliches Aus- 
sehen zeigten. Die meisten der geschwärzten Wurzeln 
waren so mürbe, dass sie beim Herausnehmen der Pflanzen 
abrissen. Ich möchte danach fast annehmen, dass hierfür 
das Fehlen jeder Luftzirkulation verantwortlich zu machen 
ist. Gegen diese Ansicht spricht allerdings, dass einmal 
die Bohne No. 13 ein gut ausgebildetes und vollkommen 
gesundes Wurzelsystem besass, und dass zweitens die 
Wurzeln der Erbsen in keinem Falle Krankheits- Er- 
scheinungen darboten. Dass bei den letzteren sich keine 
Schädigung bemerkbar machte, während eine solche bei 
den Bohnen fast ausnahmslos eintrat, wird man wohl 
mit der individuellen Verschiedenheit der Pflanzen erklären 
können. Schwieriger liegt der Fall in Betreff der Bohne 
No. 13, die ja mit Faba- Bakterien geimpft war und 
reichliche KnöUchenbildung zeigte; man kann daher die 
Vermutung nicht von der Hand weisen, dass hier die 
Stickstoffsammlung schon begonnen hatte, und dadurch 
diese Bohne im Vergleich zu den übrigen bevorzugt mehr 
gekräftigt und in die Lage versetzt wurde, schädigenden 
Einflüssen in besonderem Masse Widerstand leisten zu 
können. Doch wird man alsdann wieder einwenden, 
warum denn die Wurzeln der Bohne No. 6 und No. 14, 
die ungefähr eben so stark mit Knöllchen besetzt waren, 
eine Schädigung erlitten haben. Hier besteht ohne Frage 
ein Widerspruch, und deshalb möchte ich nach wie vor 
der Ansicht sein, dass die mangelnde Luft-Zirkulation 
ungünstig gewirkt hat. Immerhin glaube ich nicht, dass 
durch diesen Umstand die Versuchsresultate wesentlich 
beeinflusst sind. Eine derartige Annahme kann allein 
durch den Hinweis auf die Bohnen No. 6 und 14 schon 
widerlegt werden; beide hatten reichlich Knöllchen ge- 
bildet, und bei beiden waren die Wurzeln in nicht geringer 
Ausdehnung geschwärzt 

Andererseits sehen wir aber auch, dass die Bohne 
No. 15 die krankhafte Erscheinung erst in sehr wenig 
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ausgeprägtem Masse zeigte, und doch hatte hier keine 
KnöUchenbildung stattgefunden. Wahrscheinlich wird die 
KnöUchenbildung bedeutend früher eingesetzt haben, als 
die schädigende Wirkung des Luftniangels begann. 

Im Anschluss an das eben Erörterte möge gleich 
das Fehlen der KnöUchen bei der Bohne No. 6, die mit 
Pisum-Bakterien geimpft war, einer Besprechung imter- 
zogen werden. Es ist sicherlich rfecht auffallend, dass 
hier keine KnöUchen gebildet sind, während dieselben bei 
Bohne No. 14, die ebenfalls mit Pisum-Bakterien infiziert 
war, in grosser Anzahl konstatiert wurden. Hier scheint 
mir nun die Infektion eine ungenügende gewesen zu sein. 
Wie aus der Tabelle auf Seite 30 hervorgeht, wurde für 
die Gefässe 1—8 nur 1 cm* Aufschwemmung verwendet, 
während die zweite Hälfte eine Samenimpfung und ausser- 
dem in zwei Rationen 3 cm* Aufschwemmung erhielt. 
Die beiden Versuchsreihen wurden natürlich deswegen 
so v.erschieden behandelt, weil einerseits festgestellt werden 
sollte, ob eine Impfung mit nur 1 cm* genüge, anderer- 
seits ob auch bei wiederholtem Öffnen die Gefässe sich 
steril erhalten Hessen. Auf den letzteren Punkt habe ich 
später einzugehen; die erste Frage scheint meines Er- 
achtens deutlich durch das Experiment beantwortet zu 
sein und zwar dahin, dass eine so geringe Gabe von 
1 cm* nicht in allen Fällen ausreicht Das kann an 
sich nicht überraschen, wenn wir uns vergegenwärtigen, 
dass unter Umständen die Bakterien dann garnicht oder 
doch nicht in gehöriger Menge an die Wurzeln gelangen, 
weil sie entweder nicht tief genug eindringen oder von 
vornherein überhaupt nicht in unmittelbarer Nähe der 
Pflanzen deponiert werden. Letzterer Fall namentlich ist 
bei der Schnelligkeit, mit welcher alle Manipulationen 
vorgenommen werden müssen, durchaus nicht ausge- 
schlossen. Es ist also eine mehrmalige Impfung mit 
kleineren Mengen oder die einmalige Anwendung einer 
grösseren Dosis der Aufschwemmung nötig. 
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Ich bin mir nun wohl bewusst, dass, wenn ich das 
Fehlen der KnöUchen bei Bohne No. 6 auf eine ungenügende 
Infektion zurückführe, Bedenken darüber entstehen können, 
wie die negativen Resultate der Erbse No. 4 und der Bohne 
No. 7 und 8 zu beurteilen sind (bei den positiven Resultaten 
der ersten Reihe ist selbstverständlich ein Zweifel nicht mög- 
lich). Am einfachsten würde man diese Einwände dadurch 
beseitigen, dass man die angezogenen Fälle bei Aufstellung 
des Gesamtergebnisses überhaupt ausser Betracl^t Hesse, 
und dies müsste ohne Zweifel geschehen, wenn sie mit 
den korrespondierenden Versuchen der zweiten Reihe in 
Widerspruch ständen; da sie indessen im Gegenteil mit 
jenen durchaus übereinstimmen, können auch sie wohl als 
vollgiltig angesehen werden. 

Bevor die letzten Folgerungen aus den mitgeteilten 
Thatsachen und Befunden gezogen werden können, muss 
nun endlich die Frage noch im Zusammenhange beant- 
wortet werden, ob und wie weit es gelungen ist, die 
Pflanzen vor der Infektion durch fremde Keime zu schützen. 

Wie ich Seite 18 anführte, sollten zu dem Zwecke 
kleine Mengen des Bodens in Fleischwasserpepton-Bouillon 
übertragen werden, und zwar wurde zu diesem Behufe 
hier die oberflächliche Schicht des Bodens absichtlich 
vor der Entnahme der Proben nicht entfernt, um sowohl 
sie ebenso wie die tieferen Lagen auf ihren Bakterien- 
Gehalt prüfen zu können. Bei diesen Versuchen ergab 
sich nun, wie oben schon angedeutet, dass die Leguminosen- 
Bakterien entgegen meiner entsprechenden Annahme auch 
in Bouillon zu gedeihen vermögen. 

Als ich nämlich von dem zweiten Gefäss (Erbse mit 
Faba-Bakterien) abgeimpft hatte, waren nach, einigen 
Tagen beide Bouillon-Röhrchen getrübt, im hängenden 
Tropfen zeigten sich kleine Stäbchen mit der charakte- 
ristischen Bewegung, wie sie den Schwärmern des Bac. 
rad. eigen ist, und daneben waren auch grössere Stäbchen 
vorhanden, denen man deutlich ansah, dass sie aus zwei 
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oder mehreren einzelnen Gliedern zusammengesetzt waren. 
Diese hatten meistens keine oder eine bedeutend lang- 
samere Bewegung. 

Auf den mit einer Oese der getrübten Bouillon ge- 
gossenen Fleisch -Gelatine -Platten entwickelten sich zu 
meiner Überraschung typische Kolonien von Leguminosen- 
Bakterien, ebenso, als ich Asparagin -f- Traubenzucker- 
Gelatine verwendete. Es war hier gar kein Zweifel 
möglich, namentlich nach Vergleichen mit der Stamm- 
kultur, dass es sich um Leguminosen-Bakterien und zwar 
in Reinkultur handelte. Zur nochmaligen genaueren 
Klärung der Verhältnisse verimpfte ich nun von den auf 
Asparagin -f- Traubenzucker-Agar gezogenen Stamm- 
kulturen (Pisum sativum, Vicia Paba, Phaseolus vulgaris, 
Acacia speciosa) in Bouillon. Es wuchsen jetzt aber nur 
die Faba-Bakterien, die im hängenden Tropfen genau das 
eben beschriebene Bild boten, das von dem sonstigen 
namentlich dem im hängenden Tropfen aus Asparagin -}- 
Traubenzucker-Lösung sich darstellenden blos durch das 
Vorkommen der längeren zusammengesetzten Stäbchen 
etwas abweicht. Durch mehrmaliges Plattengiessen über- 
zeugte ich mich aber, dass es sich auch hier um Rein- 
kulturen handelte. Natürlich war es recht auffällig, dass 
nur bei den Faba-Bakterien Entwicklung eingetreten war, 
bei den übrigen drei Stämmen sie jedoch ausblieb, und 
das um so mehr, als auch die Faba-Bakterien früher nicht 
in Bouillon gewachsen waren. Dieser scheinbare Wider- 
spruch wird aber wohl damit erklärt werden können, ja 
erklärt werden müssen, dass eine allmählige Anpassung 
an die künstlichen Nährböden stattgefunden hatte. 

Meine ersten Versuche, die Leguminosen-Bakterien 
in Bouillon zu züchten, wurden bald nach der ent- 
sprechenden Isolierung derselben aus den Knöllchen ge- 
macht und schlugen sämtlich fehl. Bis zu dem Zeitpunkt 
aber, wo ich die Vegetations versuche abbrach, waren 
natürlich vielfache Übertragungen nötig geworden, bei 
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denen freilich fast aussichliesslich Asparagin -\- Trauben- 
zucker-Agar also ein weniger reicher und, wenn der 
Ausdruck gestattet ist, ein weniger kräftiger Nährboden 
als die Bouillon Verwendung fand. Aber jede neue Ver- 
pflanzung wird doch bewirkt haben, dass die Bakterien 
sich mehr und mehr an die veränderten Lebensbedingungen 
gewöhnten, sodass sie endlich auch in der Bouillon zu 
gedeihen vermochten. Dass nun diese Erscheinung gerade 
bei den Faba- Bakterien zuerst auftrat, erklärt sich un- 
gezwungen aus dem Umstände, dass diese eben am 
längsten auf künstlichen Nährböden fortgezüchtet waren; 
isolierte ich sie doch bereits im April, während ich die 
übrigen Kulturen erst später anlegte. Ganz in Über- 
einstimmung mit dieser Auffassung steht nun die weitere 
Thatsache, dass es mir kürzlich auch bei den Pisum- 
und Phaseolus- Bakterien gelungen ist, ein Wachstum in 
Bouillon zu erzielen. 

Seit der erneuten Prüfung, welche, wie bemerkt, mit 
allen Stämmen vorgenommen wurde, züchtete ich sie auf 
Fleisch wasser-Pepton-Gelatine d. h. auf einem Nährboden 
weiter, auf dem von vornherein eine freilich etwas kümmer- 
liche Entwicklung stattgefunden hatte. Vor jeder folgenden 
Übertragung impfte ich nun auch in Bouillon, die ersten 
Male regelmässig vergebens und erst jetzt in der fünften 
Generation gedeihen wenigstens die Pisum- und Phaseolus- 
Bakterien, während die Acacia-Bakterien immer noch 
versagen. Ich zweifle aber nicht, dass auch sie allmählig 
an die ihnen augenscheinlich so wenig zusagende Nähr- 
lösung gewöhnt werden können« 

Nach den Erfahrungen, die ich hinsichtlich des 
Wachstums der Faba-Bakterien in Bouillon gemacht hatte, 
durfte ich also nicht mehr ohne weiteres annehmen, dass, 
wenn die Bouillon sich trübte, eine Verunreinigung mit 
fremden Keimen erfolgt sei. Dieser Schluss war nur 
noch bei den mit Pisum-, Phaseolus- und Acacia-Bakterien 
infizierten Gefässen erlaubt, bei den mit Faba-Bakterien 
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infizierten dagegen niusste, wenn in der Bouillon Wachs- 
tum eingetreten war, jedes Mal erst eine genauere Unter- 
suchung angestellt werden. Eine solche erwies sich noch 
bei dem Gefäss No. 5 (Bohne mit Faba-Bakterien geimpft) 
als nötig, auch hier waren in der Bouillon nur Faba- 
Bakterien enthalten. Die mit Proben aus dem Gefäss 
No. 13 (ebenfalls Bohne mit Faba-Bakterien geimpft) be- 
schickten Bouillon-Röhrchen blieben beide steril, wahr- 
scheinlich, weil in dem verwendeten Material gar keine 
oder nur sehr wenige Faba-Bakterien enthalten gewesen 
waren, die nun nicht zur Entwicklung gelangen konnten. 

Leider fand aber auch in einigen Bouillon-Röhrchen 
Wachstum statt, in die Material aus nicht mit Faba-Bak- 
terien infizierten Gefässen übertragen war, und wirklich 
wurden hier ausschliesslich fremde Mikroorganismen, .in 
zwei Fällen eine, in einem Falle zwei verschiedene Bak- 
terienarten konstatiert. 

Hervorgehoben sei in diesem Zusammenhange dann 
auch noch ein scheinbarer Widerspruch in meinen bak- 
teriologischen Befunden. Aus der Tabelle geht hervor, 
dass die mit Boden aus den Gefässen No. 11 und 12 
geimpften Bouillon -Röhrchen Wachstum, also Verun- 
reinigungen zeigten, während die zugehörigen Asparagin 
-\- Traubenzucker-Gelatine-Platten Reinkulturen von Le- 
guminosen-Bakterien aufwiesen. Aber man wird nach der 
Erklärung nicht lange zu suchen brauchen, wenn man 
bedenkt, dass schon ein einziger vermehrungsfähiger 
Keim genügt, um schliesslich eine Trübung der Bouillon 
hervorzurufen, während auf den Gelatine- Platten eine 
fremde Kolonie, namentlich, wenn sie den Kolonien der 
Leguminosen -Bakterien ähnelt, sehr leicht übersehen 
werden kann. 

Es wird nun natürlich noch unsere Aufgabe sein, zu 
erörtern, durch welche Fehler in der Anordnung und Aus- 
führung der Experimente die Verunreinigung der Gefässe 
No. 9, 11 und 12 veranlasst ist Meines Erachtens ist es 
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kein blosser Zufall, dass gerade die Gefässe 9, 11 und 12 
infiziert sind. In der Hauptsache haben sie zwar genau 
dieselbe Behandlung erfahren wie die Gefässe No. 13 — 16, 
aber ein Unterschied liegt doch darin, dass die ersteren 
mit Erbsen, die letzteren mit Bohnen bepflanzt worden 
sind, und dieser Umstand scheint bedeutungsvoll gewesen 
zu sein. 

In der zweiten Versuchsreihe wurde ja eine Samen- 
impfung angewendet, die, wie erwähnt, in der Weise vor- 
genommen wurde, dass ich die Samen auf der schrägen 
Fläche der Gelatine-Röhrchen hin und hergleiten Hess. 
Bei den Bohnen ging diese Manipulation dank ihrer etwas 
gedrückten Gestalt sehr glatt von statten, während die 
runden Erbsen, als sie von dem Bakterienrasen etwas 
eingehüllt waren, infolge ihrer Grösse an den Wänden 
der Reagensgläser ein Hindernis fanden und sich deshalb 
auch in die Kulturgefässe nicht ohne weiteres übertragen 
liessen. Es bedurfte vielmehr erst eines mehrmaligen 
Schütteins und Neigens der Reagensgläser, und dem- 
gemäss konnte es auch nicht vermieden werden, dass 
die Flaschen längere Zeit geöffnet blieben. 

Wie nicht verschwiegen werden soll, kann eine Ver- 
unreinigung des Gefässes No. 11 auch noch durch einen 
anderen Umstand herbeigeführt sein. Eines Tages waren 
nämlich sämtliche Gefässe auf einen an das Zimmer, in 
welchem sie während der ersten Wochen standen, grenzen- 
den Balkon gebracht worden. Leider hatte ich dabei 
nicht alle die nötigen Vorsichtsmassregeln getroffen, und 
so ereignete es sich, dass, als sich plötzlich ein etwas 
stärkerer Wind erhob, aus dem Gefäss No. 11 der Watte- 
bausch herausgerissen wurde. Da ein anderer steriler 
Wattebausch erst herbeigeholt werden musste, blieb das 
Gefäss etwa 1 — 2 Minuten offen. Es ist gewiss nicht 
unwahrscheinlich, dass in dieser Zeit fremde Mikroorganis- 
men eingedrungen sind, aber natürlich kann ausserdem 
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noch durch die Samenimpfung eine Fremdinfektion ver- 
anlasst sein. 

Im allgemeinen hat sich jedoch, wie ich glaube, 
meine Methode für die Sicherung der Gefässe und Kulturen 
gegen eine unerwünschte Verunreinigung bewährt. Selbst 
das mehrmalige Öffnen zwecks Impfung scheint ohne 
Nachteil geschehen zu können,, wenn mit der notigen 
Schnelligkeit und Vorsicht verfahren wird. Freilich wird 
man von vornherein nicht erwarten dürfen, dass alle Ge- 
fasse steril bleiben, und es kann vielmehr schon als 
günstiges Ergebnis gelten, wenn von 16 Gefässen nur 6, 
also 31®/^ verloren gehen. Dabei habe ich die Gefässe 
No. 1 und 10 zu den verunreinigten gezählt, obwohl das 
Vorkommen des Ascochyta-Pilzes in Umständen begründet 
war, die ich nicht zu beeinflussen vermochte; schliesse 
ich diese aus, so sinkt der Prozentsatz der infizierten 
Gefässe auf 21 ®/^^, Jedenfalls haben Prazmowski und 
Schulze weit weniger befriedigende Resultate erhalten, 
da sich bei ersterem selbst nach Ausschaltung der ganz 
verunglückten ersten Reihe der Prozentsatz der ver- 
dorbenen Versuche auf 40 ®/q, bei Schulze sogar auf 96 ®/q stellt. 

Für derartige Ermittelungen, wie sie hier ausgeführt, 
scheint deshalb das von mir benutzte Verfahren wohl 
geeignet zu sein, und die Brauchbarkeit desselben würde 
gewiss noch erhöht werden können, wenn es gelänge, 
den Pflanzen während der Vegetationsperiode I^uft und 
auch Wasser in genügender Menge zuzuführen, ohne dass 
dadurch die Gefahr der Infektion wesentlich vergrössert 
würde. Ich glaube, dass dieses Ziel durch eine Verhältnis- ■ 
massig einfache Vorrichtung zu erreichen sein wird. Da 
jedoch mit einem verbesserten Apparat noch keine Ver- 
suche angestellt sind, würde es zwecklos sein, wenn ich 
an dieser Stelle seine Konstruktion einer Erörterung 
unterziehen wollte. . 

Als ein besonders glücklicher Umstand ist es an- 
zusehen, dass gerade nur die Gefässe No. 9, 11 und 12 
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verunreinigt sind, bei denen die Fremdinfektion ohne be- 
sondere Bedeutung ist. Ist es doch zweifellos, dass im 
Gefäss No 9 die Knöllchenbildung bei der Erbse durch 
die verimpften Erbsen-Bakterien hervorgerufen ist, und 
umgekehrt haben in den Gefässen No. 11 und 12 die 
Erbsen keine KnöUchen angesetzt, also den Beweis ge- 
liefert, dass die Phaseolus- und Acacia-Bakterien hier un- 
wirksam geblieben sind. 

In den in Betracht kommenden Fällen (ich schliesse 
No. 1, 6 und 10 aus) sind nun also bei den Erbsen je 
einmal durch Erbsen-, Bohnen- und Phaseolus-Bakterien 
Kuöllchen erzeugt worden, bei den Bohnen zweimal durch 
Bohnen,' einmal durch Erbsen-Bakterien. Unwirksam 
sind sowohl bei den Erbsen, als auch bei den Bohnen 
die Acacia-Bakterien gewesen. 

Im allgemeinen bestätigen demnach meine Versuche 
durchaus die Resultate von Nobbe und Hiltner, wenn auch 
die Phaseolus-Bakterien keine solche Wirksamkeit ent- 
faltet haben, wie es bei den Versuchen der eben ge- 
nannten Forscher der Fall war. Ich glaube deshalb 
auch, dieselben Schlussfolgerungen ziehen zu sollen wie 
sie, dass nämlich die die Knöllchen bei den verschiedenen 
Spezies der Leguminosen hervorrufenden Bakterien ledig- 
lich Anpassungsformen einer und derselben Art, des Bacillus 
radicicola Beijerinck, sind. Denn mit der Annahme der 
Artverschiedenheit ständen alle die Fälle in Widerspruch, 
in denen eine Infektion mit anderen als den der Wirts- 
pflanze angehörenden Bakterien gelungen ist. 

Gerade diese positiven Resultate werden ohne 
Schwierigkeit nur durch die Voraussetzung der Arteinheit 
erklärt. 

Aber wie kommt es, dass trotz dieser Überein- 
stimmung aller Bakterien der Leguminosen niemals durch 
die Acacia-Bakterien Knöllchenbildung bewirkt ist? Um 
diese Frage beantworten zu können, müssen wir die 
weitere Annahme machen, dass die Bakterien derjenigen 
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Leguminosenart, aus deren KnöUchen sie stammen, be- 
sonders scharf angepasst sind. Ohne Zweifel können die 
Eigenschaften der Bakterien eine Abänderung erfahren, 
und ebenso werden diejenigen Bakterien am ehesten be- 
fähigt sein, in die Wurzeln einer bestimmten Pflanze ein- 
zudringen, welche gerade dem Einflüsse dieser Art unter- 
worfen gewesen sind, gleichviel ob das Verhältnis zwischen 
Bakterien und Pflanze ein rein symbiotisches, beiden Teilen 
ausschliesslich Gewinn bringendes ist, oder ob zunächst 
zwischen den Bakterien und der Wirtspflanze ein Kampf 
stattfinden muss. Natürlich wird dabei der Einfluss ver- 
schiedener Pflanzen wieder ein verschiedener sein, und 
in dieser Beziehung kann sehr wohl eine Abstufung ge- 
mäss dem natürlichen System eintreten. So erklärt es 
sich, dass die Bakterien der Erbsen und' Bohnen, deren 
Wirtspflanzen derselben Gruppe, der der Viciäceen, an- 
gehören, sich wechselseitig vertreten können, dass da- 
gegen die Phas.- Bakterien, deren Wirtspflanze den Erbsen 
und Bohnen ferner steht, nur einmal, dass endlich die 
Bakterien der Acacia überhaupt nicht wirksam geworden 
sind. Mit dieser Anpassungstheorie steht nun die Theorie 
der Art-Einheit durchaus nicht in Widerspruch, ja letztere 
ist sogar die Vorbedingung für erstere, denn wir müssen 
doch annehmen, dass die Entwicklung der angepassten 
Formen aus einer Grundform (Nobbe und Hiltner^) nennen 
sie die neutrale) heraus stattgefunden hat. Ursprünglich 
sind also nicht die jetzigen Varietäten der Leguminosen- 
Bakterien, sondern eine fest umschriebene Art vorhanden 
gewesen, und diese Varietäten sind auch letzt noch nicht 
so konstant geworden, dass sie nicht noch fortwährend 
Abänderungen erfahren könnten. Die Richtigkeit dieses 
Satzes wird durch meine Versuche zweifellos bestätigt; 
namentlich diejenigen Fälle, in denen Phaseolus-Bakterien 



1) Sachs, landwirtschaftl. Ztg, 1893 Landwirtschaft!. Vers.- 
Stat. 1893. 
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zur Anwendung kamen, scheinen mir beweisend zu. sein. 
In der Mehrzahl der Fälle zeigt sich die Anpassung an 
die Art scharf ausgeprägt, aber das eine positive Resultat 
lehrt doch, dass dieses Prinzip durchbrochen werden kann, 
weil eben die Eigenschaften der Bakterien noch ab- 
änderungsfähig sind. Was nun bei den Phaseolus-Bakterien 
möglich war, ist selbstverständlich bei den Acacia-Bakterien 
nicht ausgeschlossen, und bin ich der Überzeugung, dass 
es gelingen wird, auch durch Acacia-Bakterien bei Erbse 
und Bohne KnöUchen zu erzeugen. Allerdings wird man 
sich zu diesem Zwecke wohl eines Umweges bedienen 
müssen, indem man die Acacia-Bakterien zunächst an 
Pflanzen zu gewöhnen sucht, die den Erbsen oder Bohnen 
mehr oder weniger nahe stehen. Die Unwirksamkeit der 
Acacia-Bakterien wäre also nicht eine absolute, sondern, 
vielleicht trifft dieser Ausdruck das richtige, nur eine 
zeitliche. Wenn man diese Annahme macht, und ich 
sehe keine Schwierigkeit für dieselbe, so stehen auch die 
negativen Resultate im vollen Einklang mit der Theorie 
der Arteinheit. 

Für die Praxis des Landwirtschaftsbetriebes ist nun 
nicht so sehr der Umstand von Bedeutung, dass die 
Bakterien sämtlicher Leguminosen einer Art angehören, 
sondern vielmehr die Feststellung, <iass bei einer be- 
stimmten Leguminosen -Spezies die gerade aus deren 
Knöllchen stammenden Bakterien die grösste Wirksamkeit 
zeigen. Es folgt hieraus, dass es dem Leguminosen 
bauenden Landwirt nicht gleichgültig sein darf, welche 
Varietät der Bakterien auf seinen Äckern sich findet, denn 
die höchste Rente, die er als gewerblicher Unternehmer 
anzustreben hat, wird er aus dem Anbau der Leguminosen 
nur dann erzielen, wenn er Sorge trägt, dass jedesmal die 
für die betreffende Art passendsten Bakterien vorhanden 
sind. Nur dann wird die KnöUchenbildung frühzeitig und 
rasch von statten gehen, und weiter die Stickstoffsamm- 
lung ungehindert und in reichem Masse erfolgen können. 
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Die Zuführung solcher hoch wirksamen Bakterien 
kann nun auf dem Wege der absichtlichen und künst- 
lichen Impfung geschehen, und an der Hand einiger Bei- 
spiele werden wir zu bestimmen vermögen, wann sie von 
Nutzen sein kann. Gehen wir von dem einfachsten Falle 
aus, dass ein Neuland zum erstenmal Leguminosen tragen 
soll, so werden hier wahrscheinlich die erforderlichen Bak- 
terien fehlen, und eine Impfung daher Erfolg versprechen. 
Überflüssig wird sie umgekehrt sein, wenn in einer Ört- 
lichkeit seit einer Reihe von Jahren stets nur die gleiche 
Art der Leguminosen zum Anbau gelangt, da dann die 
betreffende Varietät des Bacillus radicicola reichlich ver- 
treten sein dürfte. Auch dann wird man kaum etwas 
von der Impfung erwarten können, wenn mehrere Le- 
guminosen im Wechsel gebaut werden, da wahrscheinlich 
die von jeder Varietät vorhandenen Bakterien die aus- 
giebigste Infektion veranlassen werden. Endlich kommt 
noch der Fall in Betracht, dass dort, wo bisher nur eine 
oder verschiedene Leguminosen im Wechsel gebaut worden 
sind, nun eine Art eingeführt werden soll, die einer anderen 
Gruppe angehört.^) Hier wird eine Impfung voraus- 
sichtlich lohnend sein ; allerdings ist ja eine Vertretbarkeit 
der Bakterien aus Knöllchen von Pflanzen verschiedener 
Gruppen möglich, aber doch nur in beschränktem Masse, 
sodass eine Höchsternte namentlich im ersten Jahr wohl 
nur mit Hilfe einer Impfung erzielt werden kann. 

Zu untersuchen wäre noch, ob auf das Vorkommen 
der Grundform, der sogenannten neutralen Bakterien, bei 
Erwägung einer Impfung Rücksicht zu nehmen ist. Um 
hierüber Klarheit zu erlangen, haben wir zunächst fest- 
zustellen, wo diese neutralen Bakterien sich finden werden. 
Einmal ist es nicht ausgeschlossen, dass sie auf niemals 
kultiviertem Neuland vorhanden sind, und ferner wird 

^) Der Fall der Zugehörigkeit zu einer anderen Unterfamilie 
kann wohl ausser acht gelassen werden, weil er für die praktische 
Landwirtschaft keine Bedeutung hat. 



- 53 — 

man vermuten können, dass sie unter gewissen Umständen 
aus früher bestimmten Leguminosen- Arten gut angepassten 
Bakterien entstehen. Es ist sehr wohl denkbar, dass auch 
die Lebensbedingungen, welche der Boden den Bakterien 
bietet, auf ihre Eigenschaften nicht ohne Einfluss bleiben 
und dieser Einfluss nur so lange nicht deutlich wird, als 
ein fortwährender Leguminosenbau stattfindet. Sobald 
dann aber eine längere Pause eintritt, wird er sich Geltung 
verschaffen, die Anpassung an die Art infolgedessen eine 
Abschwächung erleiden und schliesslich ganz verloren 
gehen, d. h. das neutrale Bakterium entstehen. Auf die 
beiden angeführten Fälle beschränkt sich meines Erach- 
tens das Vorkommen neutraler Bakterien. Nicht ist es 
möglich, dass sie neben angepassten sich finden, denn wo 
einmal Leguminosen, namentlich seit längerer Zeit, an- 
gebaut worden sind, werden sämtliche Bakterien ange- 
passt sein; oder man müsste dehn annehmen, dass die 
neutralen Bakterien ursprünglich auf den betreffenden 
Äckern in ausserordentlich reichem Masse vorhanden ge- 
wesen sind. Da nun den neutralen Bakterien zweifellos 
die Fähigkeit zukommt, in die Wurzeln aller Leguminosen 
zu dringen und dort wirksam zu werden, ist also in den 
bezeichneten Fällen eine Impfung mit angepassten Bak- 
terien unnötig. Dieser Schluss ist unbedingt als richtig 
anzuerkennen; aber seiner Umsetzung in die Praxis des 
Landwirtschaftsbetriebes steht eine nicht zu überwindende 
Schwierigkeit entgegen. Dem Landwirt fehlt jede Möglich- 
keit, das Vorhandensein der neutralen Bakterien zu kon- 
statieren, so lange er das nicht vermag, kann er auch 
nicht mit ihnen rechnen; eventuelle Massnahmen der 
Impfung hat er also ohne jede Rücksicht auf sie zu treffen. 
Endlich ist noch die Frage zu erörtern, ob es zweck- 
mässiger ist, für eine Impfung Impferde oder Reinkulturen 
von Bakterien zu benutzen. Mit der Anwendung der 
ersteren sind einmal schon wegen der erforderlichen, nicht 
unerheblichen Mengen grosse Unbequemlichkeiten ver- 
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blinden. Weitet besteht die Gefahr, dass pflanzliche und 
tierische Schädlinge dem zu impfenden Acker zugeführt 
werden, und schliesslich fehlt die Sicherheit, dass in der 
Impferde die Bakterien auch in der wirksamsten Form 
enthalten sind. Alle diese Nachteile werden bei der An- 
wendung von Reinkulturen vermieden, aber ihre allge- 
meine Benutzung ist leider für den praktischen Landwirt 
zur Zeit noch unmöglich. Mit dem bekannten Präparat, 
dem Nitragin, in welchem die Reinkulturen der KnöU- 
chen-Bakterien den Landwirten in einer zum Gebrauch 
fertigen Form angeboten wurden, sind so widersprechende, 
meist aber ungünstige Erfahrungen^) gemacht worden, 
dass das Vertrauen auf seine Wirkung fast ganz ge- 
schwunden ist, und infolgedessen seit ungefähr einem 
Jahr das Nitragin überhaupt nicht mehr hergestellt wird. 
Die Erfinder desselben, Nobbe und Hiltner,*) erklären selbst, 
dass bei der den »Höchster Farbwerken« übertragenen 
Herstellung wohl nicht mit der genügenden Sorgfalt 
verfahren, namentlich aber nicht das grösste Gewicht 
auf die Gewinnung hochwertiger Bakterien gelegt sei, 
Fehler, welche natürlich sich in Zukunft würden vermei- 
den lassen. In einer seiner letzten Veröffentlichungen 
stellt Hiltner*) den Landwirten denn auch ein besonders 
wirksames Präparat in Aussicht, das aus nach bestimm- 
ten Grundsätzen ausgewählten Knollchen stammen soll. 
Ob das gelingen wird, lässt sich freilich im Augenblick 
mit Sicherheit noch nicht sagen. 



1) Wirkung des Nitragins bei den im landwirtschaftlichen 
Institut der Universität Halle ausgeführten Versuchen. Zeitschrift 
für die Landwirtschaftskammer der Provinz Sachsen 1896. 

Frank, Die bisher erzielten Ergebnisse der Nitraginimpfung. 
Landwirtschaftl. Versuchsst. 1899. 

*) Nobbe und Hiltner, Wie lässt sich die Wirkung des Nitragins 
erhöhen? Landw. Versuchsst. 1899. 

*) Mitteilungen der deutschen Landwirtschafts -Gesellschaft. 
1900. 
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Fassen wir nun zum Schluss die Ergebnisse dieser 
Arbeit noch einmal zusammen , so sind sie in Kürze 
folgende: 

1. Die Bakterien der Leguminosen-KnöUchen gehören 
sämtlich einer Art, Bacillus radicicola Beijerinck, an. 

2. Jedoch sind die aus den KnöUchen einer bestimm- 
ten Leguminosen-Species stammenden Bakterien 
gerade dieser Art scharf angepasst. 

3. Wegen dieser Anpassung an die Art kann eine 
gegenseitige Vertretung der Bakterien, die aus der 
Arteinheit abgeleitet werden müsste, nicht ohne 
weiteres erfolgen. 

4. Eine Zuführung angepasster, daher wirksamer 
Bakterien durch die »Impfung kann von Nutzen 
sein. 

6. Sie ist jedoch auf einige wenige Fälle beschränkt. 

6. Wünschenswert ist es, eine Impfung mit Bakterien- 
Reinculturen vorzunehmen. Da jedoch ein fehler- 
freies Präparat solcher Reinkulturen bislang noch 
nicht existiert, ist der Landwirt auf die Verwen- 
dung der Impferde angewiesen. 
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